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RESUMO

O Brasil destaca-se mundialmente na producdo de citros, sendo a
laranja a principal espécie citrica cultivada; no entanto, a fruta brasileira ainda apresenta
caréncias quanto a qualidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a fisiologia e qualidade
pos-colheita de frutos de laranja ‘Natal’ tratados com o fungicida piraclostrobina e
armazenados sob condi¢Ges ambiente e de refrigeracdo. Os tratamentos foram constituidos
pela aplicagdo de duas doses (D1= 0,010 ml L™ e D2=0,015ml L) do fungicida em pré e
em pods-colheita e pela combinacdo de duas épocas de aplicacdo. Foram avaliadas as
seguintes caracteristicas fisico-quimicas: rendimento de suco; teor de &cido ascorbico
(AA); pH; teor de solidos soltveis (SS); acidez titulavel (AT); relacdo SS/AT (ratio);
perda de massa; indice tecnologico (IT) e rendimento industrial (R1). Também foi avaliada
a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POD) e a peroxidacdo lipidica, além da quantidade de residuos do produto nos
frutos. Foi empregado para o estudo o delineamento experimental blocos casualizados,
com parcelas subdivididas no tempo, com oito tratamentos e quatro repeti¢6es. A aplicagéo
de piraclostrobina em pré-colheita, nas doses testadas, manifestou efeito positivo sobre a
qualidade dos frutos nas duas condicOes testadas de armazenamento, aumentando o
rendimento de suco, indice tecnoldgico, rendimento industrial e o teor de sélidos sollveis

dos frutos em até 2° Brix. O teor de &cido ascérbico nos frutos manteve-se constante



durante todo o periodo de armazenamento, além de diminuir a perda de massa dos
mesmos. Todos os tratamentos testados neste trabalho apresentaram valores residuais de

piraclostrobina inferiores ao limite maximo de residuo (LMR) estabelecido pela ANVISA.

Palavras-chave: Citrus sinensis; etileno, estrobirulina, conservacdo pos-colheita,

peroxidacdo lipidica, rendimento industrial.
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SUMMARY

The Brazil stands out worldwide in the production of citrus and
orange citrus the primary cultivated species, however, the quality of Brazilian fruit still
presents shortcomings regarding the quality. The objective of this study was to evaluate the
postharvest quality of ‘Natal’ orange fruit treated with pyraclostrobin fungicide and stored
under ambient conditions and cooling. The treatments were a combination of two doses
(D1 = 0,010mL L™ D2 = 0,015mL L™) of the fungicide in pre and post-harvest and the
combination of the two application periods. The following physicochemical characteristics
were evaluated: juice yield; ascorbic acid (AA); pH; soluble solids (SS); titratable acidity
(TA); SS/ TA ratio (ratio); mass loss; technological index (IT) and industrial output (RI).
Also evaluated the activity of antioxidant enzymes superoxidodismutade (SOD), catalase
(CAT), peroxidase (POD) and lipid peroxidation, besides the amount of waste product in
fruit. It was used to study the experimental design randomized blocks in split plot, with
eight treatments and four replications. The application of pyraclostrobin in pre-harvest, at
the tested doses, expressed positive effect on fruit quality in both conditions tested storage,
increasing the juice yield, technological index, industrial output and the soluble solids
content of fruit within 2 ° Brix. The ascorbic acid content in fruits remained constant
throughout the storage period, in addition to reducing the weight loss in them. All
treatments tested in this study showed residual values of pyraclostrobin below the
maximum residue limit (MRL) established by ANVISA.

Keywords: Citrus sinensis; ethylene, estrobirulina , post- harvest storage , lipid
peroxidation , industrial yield .



1. INTRODUCAO

O Brasil é atualmente um dos maiores produtores mundiais de
frutas in natura, sendo o primeiro entre 0s principais paises produtores e exportadores de
laranja. A regido Sudeste destaca-se como a de maior importancia do pais, com 81,1% da
producdo nacional, seguida pelo Nordeste com 9,8% e Sul com 6,3%; sendo as regides
menos expressivas 0 Centro-Oeste e 0 Norte (IBGE, 2013). Contudo, atualmente, atingem-
se altos valores de perdas relacionadas a conservagdo e armazenamento desses frutos pos-
colheita. Essas perdas, causadas por podriddo nos armazéns, nas embalagens, reducdo de
massa, danos sofridos no manuseio de carga e descarga e deterioracdo da aparéncia e
sabor, somadas podem chegar a 50% (TODISCO, 2012).

Sabe-se que somente a alta qualidade de frutos produzidos, livres
de pragas, doencas e de disturbios fisioldgicos, é capaz de conquistar novos mercados,
sendo a tecnologia pds-colheita fundamental em um sistema de comercializagdo, pois
proporciona a conservagao mais adequada do produto e diminui as perdas em qualidade e
quantidade. Isto permite ao produtor a flexibilizacdo na comercializagdo e ao consumidor
garantia de obter com regularidade produto de melhor qualidade, dai a necessidade de
desenvolvimento de novas tecnologias que alentem esse sistema.

Dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e

Agricultura (FAQO), citado no Anuéario Brasileiro de Fruticultura (2014), indicam que o



consumo per capita de frutas no Brasil e nos demais paises continuard aumentando a taxas
que superam o crescimento da economia mundial e doméstica. Diante dessas perspectivas,
o fruticultor brasileiro, buscando maior espaco no mercado, deve valorizar a qualidade do
seu produto,tendendo a procurar, cada vez mais focar seus investimentos em boas praticas
agricolas, na melhoria dos tratamentos pds-colheita, no armazenamento a frio e na
modernizacdo do transporte e da logistica. Nos préximos anos, aqueles que ndo se
adequarem a essa nova realidade do mercado, perderdo competitividade sendo
automaticamente excluidos da atividade (CNA, 2013). Os ultimos dados sobre o consumo
de frutas frescas sdo os da Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF), do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). De acordo com esse levantamento, em 2002,
a média de frutas consumidas em casa era de 24,49 kg/pessoa/ano; em 2008, passou para
28,86 kg/pessoa ao ano. Neste intervalo, houve aumento médio de 4,38 quilos por pessoa
ao ano, com a laranja e a banana mantendo-se como as preferidas (IBGE, 2011).

A interferéncia benéfica do fungicida piraclostrobina nos processos
metabolicos de plantas, resultando em beneficios na produtividade e/ou qualidade ja é
conhecida; alguns autores apontam os efeitos fisiolégicos desta molécula sob diversos
niveis de complexidade, desde o efeito verdejante, frequentemente mencionado em
avaliacdes de campo até as influéncias na regulagdo hormonal, assimilacdo de carbono e
nitrogénio, retardo na senescéncia, estresse oxidativo e indugdo de resisténcia a virus
(GROSSMANN; RETZLAFF, 1997; YPEMA; GOLD, 1999; VENANCIO et al., 2004). A
estrobilurina também atua na sintese de etileno em condicGes de estresse e senescéncia,
através da reducdo na atividade da enzima acido-aminociclopropano-carboxilico sintase
(ACC-sintase), inibindo a sintese de etileno (KOEHLE et al., 2002). O etileno e o &cido
abscisico sdo tidos como promotores do amadurecimento em frutos, enquanto as
giberelinas, as auxinas, as citocininas e os ions calcio como inibidores (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho objetivou avaliar frutos de laranja ‘Natal’
armazenados em condicdes ambiente e sob refrigeracdo, apds terem sido tratados com
piraclostrobina em pré e pos-colheita, buscando analisar as alteragdes causadas pelo
tratamento nas caracteristicas de qualidade pds-colheita, bem como, certificar-se da

seguranca da sua utilizacao, quantificando os niveis de residuo da molécula no fruto.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Andlise de residuo para deteccdo do produto e seus
metabdlitos nos frutos ao longo do armazenamento.

2.2.2 Atividade das enzimas do complexo antioxidante: superoxido

dismutase, catalase, peroxidase além da peroxidagéo lipidica.

2.2.3 Qualidade e conservacao dos frutos através de analises fisico-

quimicas.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Histdrico e importancia econémica dos citros

Dentre as arvores frutiferas, uma das mais conhecidas, cultivadas e
estudadas em todo o mundo é a laranjeira. Plantas citricas, assim como a laranjeira, séo
nativas da Asia, mas a regido de origem é motivo de controvérsia. No entanto, varios
historiadores afirmam que as plantas citricas teriam surgido no leste asiatico, nas regides
que incluem hoje a india, China, Butdo, Birmania e Malasia (HASSE, 1987).

No Brasil, a histéria da citricultura estd intimamente ligada a
prépria histéria do pais. Poucos anos ap0s a descoberta do Brasil, entre 1530 e 1550, 0s
portugueses introduziram as primeiras sementes de laranja doce nos Estados da Bahia e
Sao Paulo. Relatos do padre Manoel da Nobrega, datados de 1549, afirmam que “cidras,
laranjas e limdes dao-se em muitas quantidades” (SALIBE, 2000).

As condi¢Bes ecoldgicas favoraveis encontradas no Brasil
favoreceram a producado a ponto dos frutos da laranja ‘Bahia’ serem reconhecidos ainda no
Brasil Coldnia como maiores, com maior teor de suco e de excelente qualidade, superando
os frutos produzidos em Portugal. Contudo, somente a partir dos anos 30 do século

passado, a citricultura foi implantada comercialmente nos Estados de Sdo Paulo, Rio de



Janeiro e Bahia, tendo apresentado maiores indices de crescimento nos estados do Sudeste
e Sul (EMBRAPA, 2003).

No final da década de 80, a combinacdo entre uma industria
citricola competitiva e a producdo da cultura fez com que o Brasil se tornasse o maior
produtor de laranja, superando os Estados Unidos em produgdo (CITRUSBR, 2014). Os
altos precos do suco de laranja atrairam novos produtores e a implantacdo de novos
pomares aumentou em taxas de 12 a 18% ao ano. Desde entdo, a producdo brasileira
dobrou enquanto que a americana diminuiu ano ap6s ano (NEVES et al.,2011). Hoje a
laranja é a fruta mais produzida no pais e sua safra serve de termometro para o resultado
final de cada ano da fruticultura (IBRAF, 2014).

Atualmente a citricultura brasileira esta comecando a se recuperar
das dificuldades impostas por longo periodo de precos baixos, pagos pelas industrias
processadoras, que somados aos altos estoques de sucos, interferéncias climaticas e altos
indices de doencas nos pomares resultaram na reducdo da &rea plantada e pouco
investimento em tecnologia. A expectativa para 2016 € que as industrias iniciem a proxima
safra com uma queda de 41% no equivalente concentrado de suco de laranja em
comparagdo com 2015 (CITRUSBR, 2016).

A Associagdo Nacional dos Exportadores de Suco Citricos
(CITRUSBR, 2016) confirmou a reducéo do estoque da indUstria em 232 mil toneladas de
suco concentrado no ano de 2014, quantidade 30,28% menor do que no mesmo periodo no
ano anterior. Essa reducdo equivale mais do que o consumo anual da Alemanha, segundo
maior destino brasileiro de suco concentrado. O dado confirma a tendéncia de queda nos
estoques, que nos Gltimos anos se acumularam em funcéo de dois periodos de super oferta
nas safras 2011/2012, com 428 milhdes de caixas e 2012/2013, com 385 milhdes de caixas.

Outro fator que alenta a citricultura brasileira sdo os dados de
queda na producdo da Florida. Segundo estimativa do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) para a safra 2015/2016 a producdo do estado ficara em torno de
69 milhdes de caixas, 0 que representaria uma queda de 29% diante o ciclo anterior. De
acordo com o Centro de Estudos Avangados de Economia Aplicada, a baixa producdo da
Flérida pode manter em bons niveis as importacGes norte-americanas de suco do Brasil
(CEPEA, 2015).

O Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de citros com
311.400 milhdes de caixas colhidas na safra 2014/15. A estimativa para a safra 2015/2016



é de 286,14 milhdes de caixas de 40,8 quilos para o cinturdo citricola, que compreende S&o
Paulo e Sul de Minas Gerais (FUNDECITRUS, 2015). Desse total, 61,5 milhdes de caixas
serdo destinadas ao mercado doméstico e de exportacdo de fruta in natura, 224,6 milhdes
de caixas de laranja devem ser destinadas ao processamento pelas induastrias (CITRUSBR,
2016).

De acordo com o Fundecitrus, ha 197,860 milhdes de arvores de
laranja no parque citricola, das quais 88% estdo em producdo. A éarea total de citros
compreende 492.544 hectares; 443.598 hectares (90,07%) sdo de laranja, destes 12.980
hectares (2,64%) sdo das variedades Laranja lima, Bahia, Shamouti e Lima doce voltada
exclusivamente para o0 consumo in natura e 430.618 hectares plantados com as laranjas que
vao para o mercado de fruta e para o processamento de suco. Os limd@es e limas acidas
(Tahiti) ocupam 28.912 hectares (5,87%) e as tangerinas 10.079 hectares (2,05%). Ha
ainda 9.953 hectares (2,02) representados por pomares abandonados (FUNDECITRUS,
2015).

Ainda segundo o Fundo de defesa da Citricultura, o setor com mais
plantio de citros estd no Centro do estado de Sao Paulo, com 29,46% da &rea de citros do
parque citricola, as principais variedades de laranja doce produzida séo: Péra (29,0%),
Valéncia (28,5%), Hamlin (12,7%) e Natal (10,9%).

3.2 Fisiologia pos-colheita de frutos citricos

O Brasil destaca-se mundialmente na producdo de citros sendo a
laranja a principal espécie citrica cultivada. Essa alta producéo brasileira deve-se ao grande
mercado mundial de exportacdo de suco, que com o conhecimento das qualidades
nutricionais, exigem cada vez mais da cadeia produtiva. Contudo, a fruta brasileira ainda
apresenta deficiéncias quanto a qualidade, principalmente para 0 consumo in natura. A
producdo desse tipo de fruto tanto para o mercado interno, quanto para o externo, tem-se
destacado pela crescente necessidade da melhoria da qualidade dos frutos (IAC, 2008).

As perdas pos-colheita entre frutos, causadas por podriddo nos
armazens, nas embalagens, reducdo de massa, danos sofridos no manuseio de carga e

descarga e deterioracdo da aparéncia e sabor; somadas podem chegar a 50%, tornando
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necessario o desenvolvimento de técnicas adequadas para manter os frutos com suas
propriedades e qualidade, por um periodo maior de armazenamento (TODISCO, 2012).

Frutas citricas sdo produtos vegetais pereciveis que apresentam um
periodo de vida pds-colheita curto ou médio, dependendo do cultivar. A maioria dos
fatores de qualidade das frutas esta relacionada ao potencial genético do cultivar e ao
processo de producdo no pomar, porém sua qualidade pode ser afetada de forma negativa,
caso 0 manuseio pos-colheita ndo seja adequado. Ademais, a principal caracteristica das
frutas em geral, é sua condicdo de tecido vivo, que € submetido a constantes mudancas,
reversiveis ou irreversiveis, tanto na fase de producdo no pomar quanto na fase de pds-
colheita (PEREIRA et al., 2006).

Segundo o mesmo autor, mudancas sofridas pelo fruto relacionadas
a maturacdo e amadurecimento dos tecidos, sdo extremamente desejaveis, pois contribuem
para sua melhor apresentacgdo, sabor e aroma. Entretanto, outras mudancas, principalmente
as relacionadas a senescéncia, ndo sdo desejaveis e contribuem para a morte dos tecidos e
consequente, reducdo na qualidade do fruto.

De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), o periodo de maturacdo
é caracterizado por uma reducéo na taxa de crescimento atingindo crescimento pleno e
maxima qualidade comestivel, com o fruto ainda na planta. O amadurecimento, por sua
vez, corresponde ao periodo final da maturacdo, durante o qual, o fruto apresenta-se
completamente desenvolvido, com aparéncia externa e qualidade interna ideal para o
consumo.

Segundo Hulme (1970) e Pantastico (1975), os fendmenos
relacionados com o amadurecimento incluem degradacéo das clorofilas a e b e sintese de
novos pigmentos, como os carotenoides, alteracbes de sabor, diminuicdo de acidez e
adstringéncia e elevacgdo no teor de sélidos solUveis também fazem parte desse estadio.

No periodo subsequente ao amadurecimento ocorre reducdo nos
processos de sintese e predominéncia nos degradativos, que resultam na morte dos tecidos,
caracterizando a fase denominada senescéncia. Essa fase é considerada como um evento
degenerativo internamente programado, dada sua especificidade em termos de quando,
onde e como ocorre. Ndo € apenas um processo de envelhecimento passivo. Embora
progrida com a idade, é controlada por sinalizadores internos e externos, podendo assim,
ser retardada ou acelerada pela alteracdo desses sinalizadores. Os mecanismos que ocorrem

durante esse periodo sdo agrupados em duas categorias: deficiéncia nutricional e
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programagdo genética, com indutores como o etileno e o acido abscisico e inibidores,
como as citocininas, poliaminas e ions célcio (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Segundo Purvis (1997) vérias reacOes responsaveis pela sintese de
compostos como pigmentos, compostos fendlicos e horménios vegetais acoplados ao
processo respiratorio, fundamental no processo de amadurecimento e longevidade dos
frutos pos-colheita, j& que o processo respiratdrio também provoca modificagdes nos seus
constituintes quimicos, leva a perda de massa e acelera o processo de senescéncia (WILLS
etal., 1981).

De acordo com o padrdo de atividade respiratoria, os frutos podem
ser classificados como climatéricos ou ndo-climatéricos. Frutos climatéricos séo
caracterizados pela diminuicdo na taxa respiratoria ao longo do seu crescimento que, ao
final do seu desenvolvimento durante o processo de maturacdo e amadurecimento, aumenta
rapidamente, até um maximo, e, em seguida diminui, acelerando os processos de
amadurecimento e senescéncia do fruto; o aumento de respiracdo climatérica é
acompanhado por um pico autocatalitico na producéo de etileno (LELIEVRE et al., 1997;
PERIN et al., 2002; KAYS; PAULL, 2004). Segundo Giovannoni (2001), em frutos com
climatério respiratério o etileno € necessario para coordenar e completar o
amadurecimento.

J& os frutos ndo climatéricos sdo caracterizados pela diminuigdo
gradativa da taxa respiratoria do fruto durante o amadurecimento, apresentam taxas de
evolucdo de etileno reduzidissimas (LURIE; KLEIN, 1990; KAYS; PAULL, 2004;
CHITARRA; CHITARRA, 2005) e as transformac@es bioquimicas, que tornam o fruto
maduro, ocorrem de forma mais lenta (WILLS et al., 1998).

As laranjas sdo frutos ndo-climatéricos e por isso, devem estar no
estadio 6timo de amadurecimento a época da colheita, assim terdo atingido a composicao
bioguimica desejavel. O grau de maturacao do fruto no momento da colheita é importante,
pois condiciona sua qualidade pos-colheita. E considerado maduro o fruto que apresentar
caracteristicas fisico-quimicas definidas para cada variedade (PEREIRAet al., 2006).

Em laranjas, os fatores determinantes mais importantes séo a cor da
epiderme, a rugosidade da casca, conteddo de acucares e acidos, bem como o volume de
suco (CHITARRA; CHITARRA, 2005). A norma do Programa Brasileiro para a
Modernizacdo da Horticultura apresenta os valores de alguns indices de maturacdo para

frutos citricos (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores de indices de maturacdo em frutos citricos em Sao Paulo.

Laranjas e tangerinas Lima acida (Limao) ‘Tahiti’
Minimo de suco: 35-45% Minimo de suco: 40%
Solidos solaveis (SS): 9-10 °Brix Perda de rugosidade da casca
Relacdo SS/AT - ratio: 8,5-10 Cor verde-escuro - verde claro

Fonte: Normas de classificacao de citros de mesa/CEAGESP, 2011.

Quando frutos citricos sdo colhidos antes de alcancar o ponto ideal
de maturacdo, ttm uma baixa qualidade gustativa e sdo sensiveis aos danos causados pelo
frio. No entanto, frutos citricos colhidos muito maduros apresentam pouca firmeza, maior
suscetibilidade aos danos mecénicos, podriddes, alteracdes fisioldgicas e possuem menor
vida de armazenamento e de prateleira (PEREIRA et al., 2006). A casca de muitos frutos
citricos maduros pode entrar em senescéncia precoce, apresentando falhas na formagéo do
albedo, formando estrias (“creasing”), ou depressdes (“bufado”) na casca (AGUSTI;
ALMELA, 1991).

As tecnologias aplicadas em pos-colheita de frutos buscam manter
a qualidade através da aparéncia, textura, sabor, valor nutritivo, seguranca alimentar e
também reduzir perdas qualitativas e quantitativas entre a colheita e consumo, ou seja,
objetivam preservar a qualidade que o fruto alcancou no pomar até sua chegada a mesa do
consumidor (SPRICIGO, 2011).

O tratamento poés-colheita adequado, que inclui o resfriamento,
garante vérias vantagens como: consumo de um produto de melhor qualidade, menores
perdas para 0 comerciante, aumento do tempo de comercializacdo com menor desperdicio
e maiores ganhos (VOLPE; SCHOFFEL; BARBOSA, 2002). Importante parte da
producdo mundial de laranjas é comercializada na forma de suco; ainda assim, os volumes
in natura nos mercados para consumo de mesa, sdo considerdveis. Dessa forma, a
qualidade dessas laranjas deve ser compativel com as exigéncias dos consumidores, sendo

necessario o uso de tecnologia pos-colheita (BENDER, 2006).
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3.3 Piraclostrobina

No inicio dos anos 80 foi observado que um fungo habitante de
cones de Pinus, Strobilurostenacellus, produzia uma substancia pertencente ao grupo -
methoxyacrilatos, capaz de inibir o crescimento de outros fungos, essa substancia entéo, foi
isolada e denominada estrobilurina-A. Os primeiros produtos sintéticos desse grupo, a
azoxistrobina e o kresoxim-methyl, foram produzidos e patenteados pela ICI, hoje
Syngenta e BASF em 1992; em 1996 esses produtos comecaram a ser comercializados
para o controle de doencas em cereais (BARLETT et al., 2001). A descoberta do poder
fungicida das estrobilurinas representou significativo desenvolvimento na producdo de
fungicidas baseados em compostos derivados de fungos (PARREIRA et al., 2009;
RAMOS, 2013).

Em adicdo a sua aptiddo antifngica, observou-se que, as
estrobilurinas possuem efeitos fisioldgicos positivos no rendimento das culturas sobre as
quais sdo aplicadas, causando possiveis alteracdes no metabolismo e crescimento
(KOEHLE et al., 1994; RODRIGUES, 2009) que resultam em maior produtividade, folhas
mais verdes, com mais clorofila e maior desenvolvimento das plantas (GROSSMANN;
RETZLAFF, 1997; BASF, 2005; MACEDO, 2012). Esse fato foi observado, pois, mesmo
sem qualquer alteragcdo ocasionada por fungos patogénicos, as plantas tratadas com essa
substancia apresentaram maior vigor e maior producdo, quando comparadas as plantas sem
tratamento (HARVEY, 2002; WISE; MUELLER, 2011). Bryson et al. (2000) ressaltam
que a estrobilurina incrementa a taxa fotossintética e diminui a respiracao celular.

As estrobilurinas sdo conhecidas como fungicidas inibidores da
quinona oxidase (Qo) e sua toxicidade advém da inibi¢do da cadeia respiratéria ao nivel do
complexo 11, impedindo a cadeia bioquimica de transferéncia de elétrons no sitio da
mitocondria (BARTLETT et al., 2002). Algumas das estrobilurinas mais comuns sdo a
azoxistrobina, = metil-cresoxima,  picoxistrobina,  fluoxastrobina,  orizastrobina,
dimoxiystrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina (PARREIRA et al., 2009).

Estudos mostram que a estrobilurina causa pequena alteragdo no
ponto de compensagdo de CO; das plantas, indicando que a rota alternativa da respiracao
(AOX) sofre aumento transitorio e pode sobrepor a reducdo esperada da emissdo de CO,
devido a reducdo da respiracdo mitocondrial (YPEMA; GOLD, 1999). Esse fato leva a
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queda nos niveis celulares de ATP e 0 aumento na concentragéo de prétons (H™) no citosol,
resultando na ativagdo da enzima nitrato redutase.

A nitratoredutase (RN) catalisa a primeira base de absorcdo de
nitrato do solo e, por isso, é considerada um aspecto relevante para o efeito do aumento na
biomassa das plantas tratadas com estrobilurina, j& que esse acréscimo requer grande
assimilacdo de nitrogénio (KOEHLE et al., 2002). Além de catalisar a oxidacéo do nitrato
em nitrito, a NR ¢ responsavel pela oxidacdo de nitrito em oOxido nitrico (NO)
(PLANCHET; KAISER, 2006, CRAWFORD, 2006), que desempenha papel importante
em diversos processos do crescimento e desenvolvimento, bem como situagdes de estresses
bidticos e abidticos (NARITA, 2010).

O NO ¢é uma molécula bioativa que pode regular a producdo de
etileno por meio da inibicdo estequiométrica direta ou inibindo enzimas que atuam na
biossintese desse horménio (MANJUNATHA et al., 2012). Essa molécula tem a
capacidade de se ligar a ACC oxidase resultando na formacéo do complexo ACC oxidase-
NO, o qual forma um complexo estavel ACC-ACC oxidase-NO que bioguimicamente
reduz a producdo de etileno (VIEIRA, 2013). Desse modo, comprova-se a influéncia da
estrobilurina também na sintese de etileno em condicGes de estresse e senescéncia.

Grossmann et al. (1999); Oerke et al. (2001); Bartlett et al. (2002);
e Ramos (2013) também afirmam a influéncia da estrobirulina na producéo de etileno
através da reducdo na atividade da enzima acido-aminociclopropano-carboxilico sintase
(ACC-sintase) e relaciona esse fato com a persisténcia da clorofila nas folhas. Os mesmos
autores relatam aumento da concentracdo de citocinina e acido abscisico (ABA) sem, no
entanto, haver aumento na concentracdo de acido indolilacético (IAA), ja que ela apresenta
uma atividade parecida com a auxina, mas ndo aumenta diretamente seu nivel. O etileno e
0 acido abscisico sdo tidos como promotores do amadurecimento em frutos, enquanto as
giberelinas, as auxinas, as citocininas e os ions calcio como inibidores (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

O aumento nos niveis enddgenos de ABA permite a adaptacdo da
planta a situacBes de estresse hidrico, aumentando a eficiéncia do uso da agua e a baixas
temperaturas; no entanto, em concentragdes muito altas, promove a abscisdo e senescéncia
foliar, além de inibir a abertura estomatica (KOEHLE et al., 1994, VENANCIO et al.,
2004).
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Assim, o efeito fisioldgico observado € resultante do aumento da
fotossintese liquida (fotossintese total, menos a respiracdo mais a fotorrespiragdo), provocada
pela reducdo temporaria da respiracdo das plantas, o que gera menor perda de carbono,
resultando em mais energia para a planta. Além disso, aumenta a atividade da enzima
nitrato-redutase e provoca um melhor balango hormonal, aumentando o 16-ADE
(Isopentenil Adenina) e o0 ABA, diminuindo a producéo de etileno (KOEHLE et al., 1994;
YPEMA,; GOLD, 1999).

Trabalhos realizados por Sirtoli (2010), Amaro (2011) e Macedo
(2012) mostram forte acdo desses produtos na atividade de enzimas antioxidantes, tendo
sido determinadas as atividades da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e

peroxidase (POD), evidenciando acdo antiestresse nas plantas tratadas.

3.4 Complexo oxidante e antioxidante

E normal durante a atividade metabdlica dos organismos a
formacdo de espécies reativas do oxigénio (EROs), também conhecidas como
“reactiveoxygen species” (ROS); contudo, perturbacfes ambientais como elevadas ou
baixas temperaturas, seca, salinidade, radiacdo ultravioleta, ozonio e infec¢des patogénicas
podem potencializar essa formacdo (APEL; HIRT, 2004; FOYER; NOCTOR, 2005).

As EROs sdo constituidas pelos radicais livres (radicais superéxido
(02°-) e os radicais hidroxila (°OH), definidos assim, por serem atomos, grupo de atomos
ou moléculas capazes de existir sob forma independente e que contém um ou mais elétrons
desemparelhados na camada de valéncia e por outros, que, embora ndo possuam elétrons
desemparelhados, sd0 muito reativos devido & sua instabilidade (oxigénio singleto — 10?) e
peroxido de hidrogénio — H,0,) (SCANDALIOS, 2005; GILL; TUTEJA, 2010;
WRZACZEK; BROSCHE; KANGASJARVI, 2013).

Para evitar o acimulo das EROs as plantas possuem sistemas de
defesa antioxidantes eficientes, enzimaticos e ndo-enzimaticos, que permitem a eliminacgao
dessas espécies ativas e a protecio contra os danos oxidativos as células (HERNANDEZ et
al., 2001). As defesas ndo enzimaticas incluem as vitaminas C e E, glutationa (GSH), B-
caroteno, compostos fendlicos, tocoferdis e poliaminas. Enquanto o sistema defensivo
enzimatico envolve a acdo de enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalases
(CAT), peroxidases (POD), glutationaperoxidase (GPX), ascorbatoperoxidase (APX),
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glutationaredutase (GR) e glutationa S-transferase (GSTs) (BLOKHINA et al., 2003;
SCANDALIQOS, 2005). Ao lado de outros mecanismos fisiologicos, a eficiéncia do sistema
antioxidante aumenta a capacidade de tolerancia da planta, devido a diminuicao dos efeitos
causados pelas EROs (AMARO, 2011).

Quando produzidas em excesso, as espécies reativas de oxigénio
superam a agéo do sistema antioxidativo, o que provoca desbalangco na sua formacéo e no
seu metabolismo, ocasionando assim o estresse oxidativo (NEILL et al., 2002).

No entanto, as EROs também possuem funcéo sinalizadora nas
células para os genes de protecdo celular, participando do sistema de defesa contra
infeccOes de diversas maneiras através de seu efeito toxico direto ao patdgeno, pela
formacdo de precursores de polimeros de lignina e da resisténcia sistémica adquirida
(SAR) (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003; WRZACZEK; BROSCHE;
KANGASJARVI, 2013).

3.4.1 Peroxidacdo lipidica

A peroxidacao lipidica é o processo através do qual as EROs,
produzidas em excesso, agridem os acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipidios das
membranas celulares, desintegrando-as e permitindo a entrada dessas espécies nas
estruturas intracelulares, além de alterarem a funcionalidade das membranas. Isso tudo leva
a perda da seletividade na troca idnica e extravasamento ibnico, além da liberacdo do
contelldo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomos e formacdo de

produtos citotdxicos, culminando com a morte celular (BLOKHINA et al., 2003).

3.4.2 Enzimas antioxidantes

Enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, reduzem de forma
eficiente as espécies reativas de oxigénio, quando submetidas as condi¢des normais.
Porém, se a reducdo completa ndo ocorrer, devido a produgdo excessiva de EROs ou a
inibicdo da atividade das defesas antioxidantes, o resultado pode ser a oxidagdo de
biomoléculas como lipidios, cuja oxidagdo altera as propriedades fisicas das membranas
celulares e, consequentemente, a sua funcdo. Também proteinas, cuja oxidagdo conduz a
perda de funcdo ou a degradacdo prematura nos proteossomas € 0 DNA, cuja oxidacao

pode conduzir as mutacfes génicas, a sintese protéica anormal, alteracdo na expressao
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génica e, por fim, a morte celular (SORG, 2004). Além disso, a oxidacdo e a inativacao dos
componentes celulares podem desencadear o processo de morte da célula (BUCKNER et
al., 2000).

3.4.2.1 Superoxido dismutase

A superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) constitui a primeira
linha de defesa contra as EROs dentro das células (ALSCHER et al., 2002) e atua
dismutando o superdxido (O, °-) a perdxido de hidrogénio (H,O,) (SCANDALIQOS, 2005).

A SOD é uma enzima ubiqua, sendo amplamente distribuida entre
organismos aerobicos, anaerdbicos facultativos e obrigatdrios. Trés tipos distintos de SODs
foram observados numa grande variedade de organismos, diferindo no tipo de ion metélico
presente no sitio ativo (SCANDALIOS, 1993). Deste modo, existem formas dessa enzima
que contém cobre e zinco (Cu/ZnSOD), manganés (MnSOD) ou ferro (FeSOD). As
enzimas Fe-SODs estdo presentes nos cloroplastos, enquanto que as Mn-SODs na matriz
mitocondrial. As Cu/Zn SODs sdo normalmente encontradas no citosol e, possivelmente,
no espaco extracelular, sendo que algumas plantas contém isoformas nos cloroplastos
(TSANG et al., 1991; ALSCHER et al., 2002; GILL; TUTEJA, 2010).

3.4.2.2 Catalase

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) é uma proteina homotetramérica
que contétm um grupo heme (CHANCE et al., 1979), comumente encontrada nos
peroxissomos e glioxissomas. E considerada uma das mais eficientes enzimas
antioxidantes, pois possui a capacidade de degradar rapidamente o peréxido de hidrogénio
em H,O e O,. Apresenta fun¢do combinada com a SOD, de modo que a CAT converte 0
H,0, originado em funcéo da atividade da SOD, em H,0 e O, (SCANDALIOS, 1993).

As catalases podem ser separadas em trés classes, sendo a primeira
as catalases da classe | que sdo responsaveis por remover 0 H,O, produzido pelo processo
da fotorrespiracdo; as catalases da classe Il que participam do processo de lignificacdo e se
localizam nos tecidos vasculares e as catalases da classe Ill as quais estdo presentes nas
sementes e plantas jovens participando da degradacdo do H,0O,, originado da degradagéo
dos acidos no glioxissoma (RESENDE et al., 2003).
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Essa enzima tem sido descrita como susceptivel a fotoinibicdo e
degradacdo. Apds sua inativacao pela luz, a atividade da catalase é fortemente dependente

de uma nova sintese da enzima, como relatado por Hertwiget al. (1992).

3.4.2.3 Peroxidase

As peroxidases (PODs, EC 1.11.1.7) desempenham importante
papel na biossintese da parede celular, podendo ajudar na defesa ao ataque de patdgenos,
aumentando as barreiras mecanicas, tornando a penetracdo do patégeno mais lenta, mas
também, estdo envolvidas nas respostas ao estresse. Sdo encontradas em diversas
isoformas, que usam diferentes redutores e estdo localizadas em diversos compartimentos
celulares (CAMPA, 1991). As PODs, além da sua funcdo principal na eliminac¢do do H,0,,
também podem catalisar a formacéo de O,°" e H,0, através da complexa reacdo na qual o
NADH ¢é oxidado usando tragos de H,O,, produzido primeiramente pela particdo nédo
enzimatica da NADH. Em seguida, o radical NAD" formado reduz O, a O,*, alguns dos
quais catalisam em H,0, e O, (BLOKHINA et al., 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em pomar comercial de laranja ‘Natal’,
com 10 anos de idade, enxertados sob limoeiro cravo no espacamento 7,0 x 4,0 m na
Fazenda Santa Rosa, localizada no municipio de Avaré/SP, situado a 23° 6' 16"S, 48° 56'
23"0 e 786 m de altitude. O clima é do tipo subtropical imido (Classificacdo climatica de
Kdppen-Geiger: Cfa)

Foi utilizado o delineamento experimental em blocos casualizados,
em parcelas subdivididas, com oito tratamentos e quatro repeti¢@es, cada qual constituida
por 3 plantas, sendo as parcelas representadas pelas aplicacGes pré e pds-colheita e suas
combinacBes; em duas doses e as subparcelas pelo tempo de armazenamento (dias ap6s a
colheita).

Em pré-colheita, o fungicida foi aplicado mediante uso de turbo
atomizador tratorizado, pressdo de 12,41 bar (Figura 1A), enquanto em pds-colheita, o
mesmo foi diluido em cera de carnatiba (ARUA®) e pulverizado no packing-house no
momento da colheita (Figura 1).

Foram utilizadas as recomendacdes do fabricante, registradas para
a cultura do citros, para determinacdo das concentracGes do produto a ser utilizada. O
fungicida Imazalil foi utilizado como ‘testemunha comercial’ uma vez que esse ¢ o Unico

produto recomendado para pds-colheita de frutos citricos.
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Os tratamentos consistiram na aplicacdo do fungicida
piraclostrobina na forma do produto comercial Comet® (piraclostrobina — 250 g L™) em pré
e poés-colheita nas doses D1= 0,01 mL de p.c./L e D2= 0,015 mL de p.c./L, e pela
combinacdo das duas épocas de aplicacdo, da seguinte maneira: T1- Controle (sem
aplicacdo de fungicida); T2- aplicacdo de Imazalil (Magnate 500 EC), utilizando a
concentracdo de 5 mL/L, sendo os frutos pulverizados pds-colheita; T3- aplicacdo de
piraclostrobina na dose D1, aos 20 e 10 dias pré-colheita; T4- aplicacdo de piraclostrobina
na dose D1, aos 20 e 10 dias pré-colheita e na pds-colheita; T5- aplicacdo de
piraclostrobina, na dose D1, pos-colheita; T6- aplicacdo de piraclostrobina, na dose D2,
aos 20 e 10 dias pré-colheita; T7- aplicacdo de piraclostrobina, na dose D2, aos 20 e 10
dias antes da colheita e na pos-colheita; T8- aplicacdo de piraclostrobina, na dose D2, na
pos-colheita.

O presente estudo foi dividido quanto a forma de armazenamento,
em dois experimentos, analisados separadamente e comparados posteriormente. O primeiro
avaliou a qualidade pos-colheita e atividade antioxidante em frutos de laranja ‘Natal’,
tratados com piraclostrobina e armazenados em condi¢cdes ambiente de temperatura e
umidade (21,3 - 28,9 °C e 62,4% de UR) por 28 dias. No segundo, avaliaram-se 0s
mesmos parametros em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina, contudo,
armazenados em condigdes controladas de temperatura e umidade relativa (8 = 1 °C e 92%
de UR) por 36 dias.
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Figura 1. Aplicacdo pre-colheita de piraclostrobina em frutos de
laranja ‘Natal’. Avaré-SP, 2016.

Domiciano (2015)

Figura 2. Aplicacéo pos-colheita de piraclostrobina em frutos de
laranja ‘Natal’. Avaré-SP, 2016.

4.1 Armazenamento em condicdes ambiente

Apo0s aplicacdo dos tratamentos, foram amostrados 240 frutos de

laranja ‘Natal’, os quais foram divididos em quatro repetigdes € armazenados sob
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condicBes ambientes de temperatura e umidade (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por um periodo
de 28 dias (Figura 3), sendo as avaliagdes realizadas aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias pds-colheita
para as analises fisico-quimicas e aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias pds-colheita para as analises

bioquimicas.

Domiciano (2015)

Figura 3. Frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina,
armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%). por
28 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

4.2 Armazenamento refrigerado

Para a avaliagdo dos frutos de laranja ‘Natal’, tratados com
piraclostrobina e armazenados sob refrigeracdo, foram amostrados 400 frutos por
tratamento, divididos em quatro repeticGes, os quais foram transportados a Fazenda
Experimental Sdo Manuel, localizada em Sdo Manuel-SP, pertencente a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista, onde foram armazenados em
camara fria, com temperatura de 8°C * 2°C e umidade 95%, por 36 dias. Neste
experimento as coletas das amostras foram realizadas a cada doze dias (0, 12, 24 e 36 dias
pos-colheita) para analises fisico-quimicas e aos 12, 24 e 36 dias pos-colheita para analises
bioguimicas.
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Figura 4. Frutos de laranja ‘Na’ tratados co piraclostrobina,
armazenados em temperatura (8 £ 1 °C e 92 + 2% de UR) controlada
por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

4.3 Analises

Para os dois tipos de armazenamento foram realizadas as mesmas
analises, descritas a seguir, exceto ‘perda de massa’ para os frutos armazenados sob

refrigeracao.

4.3.1 Anélises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas a cada sete dias para
armazenamento em condi¢bes ambientes e a cada 12 dias para armazenamento sob
refrigeracdo, utilizando-se trés frutos por repeticdo para ambos. Os frutos foram levados ao
Laboratorio de Fruticultura do departamento de Horticultura da FCA/UNESP- Botucatu,
onde foram avaliadas as seguintes caracteristicas:

- Rendimento do suco (RS, em %) [(relacdo entre as massas do
suco e dos frutos) x 100].

- pH, determinado no suco dos frutos por leitura direta, utilizando-
se potencidometro (Digital DMPH-2), conforme normas do Instituto Adolfo Lutz (BRASIL,
2005).
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- Solidos sollveis (SS), realizadas conforme recomendacdo feita
pela Associationof Official Analytical Chemistry (2005) onde duas gotas do suco das
laranjas foram colocadas no prisma do refratdmetro digital (Atago®, modelo PR32), e ap6s
um minuto fez-se a leitura direta em °Brix.

- Acidez titulavel (AT), determinada por meio da titulacdo de 3 mL
de suco homogeneizado e diluido para 100 mL de agua destilada, com solu¢do padronizada
de hidréxido de sédio a 0,1 N, expressa em de g de 4cido citrico 100mL™ de suco, tendo
como indicador a fenolftaleina, conforme normas do Instituto Adolfo Lutz (BRASIL,
2005).

- Ratio (relagdo SS/AT), conforme as normas do Instituto Adolfo
Lutz (BRASIL, 2005).

- Teor de &cido ascérbico, determinado a partir de 3 mL de suco,
por titulagdo com 2,6-diclorofenolindofenol (DFI) a 0,01 N, com resultados expressos em
mL de 4cido ascérbico 100 mL™ de suco (CARVALHO et al., 1990).

- Perda de massa, determinada pela diferenca entre as pesagens em
cada intervalo de tempo (4 dias) e os resultados foram expressos em porcentagem (%).

- Indice tecnoldgico (IT), equivalente & quantidade de sélidos
soluveis totais no suco (kg), em uma caixa de colheita de frutos de 40,8 kg, obtido pela
seguinte formula: 1T = (RS.SS.40,8) /10* (DI GIORGI et al., 1990).

- Rendimento industrial (RI), ou seja, o0 numero de caixas por
tonelada de suco concentrado, de acordo com a seguinte formula: Rl = 660/IT, onde 660 =

660 kg de sélidos soltveis em 1.000 kg de suco concentrado e IT = indice tecnoldgico.

Figura 5. Determinacdo do volume de suco nos frutos de laranja ‘Natal’ tratados
com piraclostrobina. a) pesagem do fruto inteiro b) pesagem da casca do fruto
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.
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Figura 6. Determinagdo da perda de massa em frutos de
laranja  ‘Natal’ tratados com piraclostrobina. A)
Distribuicdo das parcelas em bandejas. B) Pesagem
unitaria dos frutos. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

Figura 7. Preparo da amostra para determinacdo de &cido
ascorbico em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina. a) pesagem de 20 g de suco; b) adicéo de
20 mL de acido oxalico. FCA/UNESP, Botucatu-SP,
2016.

4.3.2 Anélises bioquimicas

Para as andlises bioquimicas foi coletado um fruto por repeticéo,
aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias para armazenamento ambiente e também um fruto aos 12, 24 e 36
dias para armazenamento sob refrigeracdo. Esses frutos foram descascados, cortados,
congelados em nitrogénio liquido e levados ao laboratério de Fisiologia Vegetal do
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Departamento de Boténica do IBB/UNESP para a determinacéo da atividade das enzimas

do complexo antioxidante e peroxidacéo lipidica (Figura 8).

Figura 8. Preparo da amostra para realizacdo das analises bioquimica. a) retirada
da casca; b) segmentacdo dos frutos; c) primeira embalagem: saco plastico
etiquetado; d) segunda embalagem: papel aluminio; e) congelamento das amostras
em nitrogénio liquido. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

A extracdo enzimatica foi realizada segundo metodologia proposta
por Kar e Mishra (1976). Foram utilizados 300 mg do fruto (albedo + polpa) macerado em
nitrogénio liquido. Em seguida, homogeneizou-se o material vegetal em 4 mL de tampé&o
fosfato de potassio (0,1M, pH 6,8) gelado. A solucédo extraida foi centrifugada a 10000 x g
por 10 minutos a 4°C. O extrato obtido foi separado em microtubos e armazenado a -20°C
para posterior determinagéo.

A atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi
determinada de acordo com metodologia proposta por Beauchamp e Fridovich (1971),
preparada ao abrigo da luz. Ao extrato enzimatico (50 pL) foi adicionado 2000 pL da
solugdo tampao fosfato de sodio (50 mmol L™, pH 7,8), 250 pL metionina (13 mmol L™)+
cloreto de azul de p-nitrotetrazdlio (NBT, 75 pmol L™), 250 uL riboflavina (2 umol L™),
200 uL EDTA (100 nmol L™). A reacdo foi conduzida & temperatura ambiente sob
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iluminagdo por 10 minutos. A inibi¢do na redugdo fotoquimica do NBT foi avaliada em
espectrofotbmetro a 560 nm e a atividade especifica da enzima foi expressa em U mg™ de
proteina.

A atividade da peroxidase (PODs, EC 1.11.1.7) foi determinada de
acordo com metodologia proposta por Teisseire e Guy (2000). O sistema de reacdo foi
composto por 30 pL de extrato enzimatico, 500uL de tampédo fosfato de potassio (50
mmolL™, pH 6,5), 250uL de pirogalol (1,2,3-benzenotriol 20 mmolL™) e 220pL de
peréxido de hidrogénio (H,0,) 5 mmolL™, totalizando um volume final de 1000pL. A
reacdo foi conduzida & temperatura ambiente por 5 minutos. A formacéo de purpurogalina
foi medida em espectrofotdmetro a 430nm. Para calcular a atividade especifica da enzima,
foi utilizado o seu coeficiente de extingdo molar (2,5 mmolL™? cm™), e a atividade foi
expressa em pmol de purpurogalina min™ mg™ de proteina.

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada de
acordo com metodologia proposta por Peixoto et al. (1999). Ao extrato enzimatico (100
uL) foi adicionado 1900pL de solucdo tampdo fosfato de potéassio (50 mmolL™, pH 7,0)
suplementado com peréxido de hidrogénio (H,0,, 12,5 mmol L™). A reacéo foi conduzida
a temperatura ambiente por 80 segundos. As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 240 nm, aos 0 e 80 segundos. Para calcular a atividade especifica da
enzima, foi utilizado o coeficiente de extincdo molar do H,0, (39,4mmolL™ cm™) e a
atividade foi expressa em nmol de H,0, consumido min™ mg™ proteina.

A quantificacdo das proteinas totais no extrato foi determinada de
acordo com metodologia proposta por Bradford (1976). O sistema de reacdo foi composto
por 100 pL de extrato enzimatico e 5000 pL reativo de Bradford. A reacéo foi conduzida a
temperatura ambiente por 15 minutos e a leitura de absorbancia foi realizada em
espectrofotdbmetro a 595nm. Foi utilizada solucdo de caseina para confeccdo da curva
padréo.

A peroxidacéo de lipidios (TBAR) foi determinada de acordo com
técnica descrita por Heath e Packer (1968) apud Rama Devi e Prasad (1998). Foram
utilizadas 200 a 300mg do fruto (albedo + polpa) congelado e macerados em nitrogénio
liquido. A amostra foi homogeneizada em 5 mL de solug¢do contendo acido tiobarbitdrico
(TBA) 0,25% e &cido tricloroacético (TCA) 10%. Em seguida, a solucdo extraida foi
incubada em banho-maria a 90°C por 60 minutos. Depois de resfriada, a solugéo foi

centrifugada a 10000 x g por 15 minutos (25°C). O sobrenadante coletado de cada amostra
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foi submetido a leituras de absorbancia em espectrofotdmetro a 560 e 600 nm. Utilizou-se
o coeficiente de extingdo molar do malondialdeido (155 mmol L™ cm ™) para os célculos.

4.3.3 Analise de residuo

Para a deteccdo do produto e seus metabdlitos nos frutos ao longo
do armazenamento, as amostras foram coletadas por tratamento a cada sete dias. Essas
amostras foram compostas por 12 frutos (aproximadamente 2 kg) cada (Figura 9) e
congeladas em freezer comum e, posteriormente, encaminhadas para processamento ao
GENCS - Global Environmental e Consumer Safety Laboratory no municipio de
Guaratingueta/SP.

O método utilizado para analise foi o L0076/09, sendo a
determinacdo dos residuos realizada por cromatografia liquida, detector de massa/massa
(LC/MS/MS) e padronizagdo externa. Os residuos de piraclostrobina e seu metabolito
500M07 foram extraidos com metanol, 4gua e HCI (2 mol L™Y). Os célculos dos residuos
foram realizados a partir da curva de calibracdo em que foram injetadas as amostras em
estudo, o limite de quantificacdo (LOQ) do método é 0,01 mg kg™ e o limite de deteccéo
(LOD) equivalente a 20% do limite de quantificacdo (0,002 mg kg™). Os niveis de
fortificacdo 0,1 e 1,0 mg kg™ foram usados para determinar as recuperagdes das amostras

testemunhas fortificadas com piraclostrobina e 500M07 no grupo de andlise.

Figura 9. Amostras para analise de residuo dos
produtos aplicados. FCA/UNESP, Botucatu-SP,
2016.
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4.5 Analises estatisticas

Para a verificagdo da homogeneidade das variancias dos tratamentos,
foi utilizado o teste de Levene, com ajuda do programa estatistico SAS 9.2. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (teste F). Para as analises fisico-quimicas as
médias foram comparadas pelo teste Tukey, a 5% de significancia nas parcelas
(tratamentos) e analise de regressdo nas subparcelas (tempo de armazenamento), sendo 0s
modelos escolhidos com base na significancia do coeficiente de determinacgdo. Nas analises
bioquimicas as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia nas

parcelas e subparcelas e anélise de regressao, quando adequado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises fisico-quimicas

Na Tabela 2, os valores apresentados indicam que o rendimento de
suco nos frutos foi influenciado significativamente pelos tratamentos, sem, no entanto,
apresentar interacdo com o tempo de armazenamento (Figura 10) nas duas temperaturas
estudadas (ambiente e refrigerado). Maiores rendimentos de suco foram observados nos
tratamentos em que a piraclostrobina foi aplicada em pré-colheita e [pré + pds-colheita]
enquanto os tratamentos em que a piraclostrobina foi aplicada somente em pds-colheita,
independente da dose, ndo diferiram do tratamento controle (testemunha). Os frutos
tratados com a dose 0,015 mL/L apresentaram maior rendimento de suco dos que 0s
tratados na dose 0,010 mL/L. Esses resultados sugerem que o efeito da piraclostrobina
nessa caracteristica esta relacionado com a aplicacdo da molécula ainda na planta, e que, a
quantidade de molécula (dose + quantidade de aplicacGes) nos frutos é diretamente
proporcional ao aumento no rendimento de suco. Esse fato pode estar relacionado a maior
eficiéncia no uso da agua promovido pela piraclostrobina, uma vez que, a planta ao utilizar
menos agua para suas funcdes vitais, pode direcionar maior quantidade para o fruto. Varios
autores (GROSSMANN e RETZLAFF, 1997; GROSSMANN et al.,1999; RAMOS, 2013)

relacionam a aplicacdo de piraclostrobina com aumentos expressivos na concentragao
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enddgena de &cido abscisico (ABA) e citocinina, influenciando o equilibrio hormonal das
plantas tratadas. Koehle et al., (1994) relata que o aumento nos niveis enddgenos de &cido
abscisico (ABA) permite a adaptacdo da planta a situacdes de estresse hidrico, aumentando
a eficiéncia do uso de agua. Jadoski (2012), ao estudar os efeitos fisiologicos da
piraclostrobina em plantas de feijdo condicionado sob diferentes tensdes de 4gua no solo,
observou que as meédias de eficiéncia no uso da agua aumentaram com a aplicacdo de
piraclostrobina e evidenciou este fato ao correlacionar menor eficiéncia de uso da agua
com aumento da transpiracdo. Segundo o0 mesmo autor, plantas tratadas com
piraclostrobina apresentaram menor transpiracdo quando comparadas com plantas ndo
tratadas sob mesmas condicGes hidricas. No presente trabalho, em todos os tratamentos
utilizados e nas duas condicbes estudadas, os frutos apresentaram percentual de suco
superior ao exigido pelo mercado in natura, que segundo Salibe (1977) deve estar acima
de 35% e apresentaram valores de acordo com minimo exigido pela industria, que
conforme Koller (1994) deve ser de 40%.

Tabela 2. Valores de rendimento de suco (%) em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina, armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28
dias e sob refrigeracdo (8 £ 1 °C e 92 £ 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-
SP, 2016.

% Suco
Tratamentos - -
Ambiente Refrigerado
Testemunha 54,44 c 52,33 bcd
Imazalil 5 mL/L 53,04 c 51,38 cd
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 58,03 b 54,00 bc
Piraclostrobina 0,010 mL/L [pré + pds-colheita] 57,71 b 54,26 b
Piraclostrobina 0,010 mL/L pés-colheita 54,65 ¢ 52,65 bcd
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 60,10 ab 57,98 a
Piraclostrobina 0,015 mL/L [pré + pés-colheita] 61,55 a 58,98 a
Piraclostrobina 0,015 mL/L pés-colheita 52,3 ¢ 51,17d
Firatamento 34,56*:* 25,33
Ftempo 172,03 2,47ns
F tratamento X tempo 0,87 ns 0,62ns
CV tratamento(%0) 4,41 4,31
CV tempo(%0) 4,62 5,63

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade.** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade (o <
0,05); ns ndo significativo (a > 0,05).
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Figura 10. Valores de rendimento de suco (%) em frutos de laranja

‘Natal’ tratados com piraclostrobina, armazenados em temperatura
ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias. FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2016.

Os teores de sdélidos soluveis (SS) nos frutos de laranja natal
diferiram significativamente em funcdo dos tratamentos aplicados (Tabela 3), contudo néo
apresentaram interagdo com o tempo de armazenamento (Figura 11) em nenhuma das duas
condicdes avaliadas. Segundo Chitarra e Chitarra (2005) o teor de SS indica a quantidade
dos solidos que se encontram dissolvido no suco ou na polpa dos frutos, sendo utilizado
como medida direta do teor de aglcares, uma vez que aumenta de valor a medida que esses
teores vao se acumulando no fruto.

Os valores apresentados mostram que 0s tratamentos em que a
piraclostrobina foi aplicada em pré-colheita tiveram valores de SS superiores aos
tratamentos aplicados somente em pds-colheita, independente da dose utilizada, sugerindo
que a eficiéncia da piraclostrobina esta relacionada a alteracGes na fisiologia da planta,
promovendo aumento da assimilacdo de carbono pelas folhas e maior translocacdo de
fotoassimilados para os frutos. Estudos realizados por Macedo (2012) com melédo
rendilhado comprovam a relacdo entre aumento dos SS nos frutos provenientes de plantas
tratadas com piraclostrobina e maior taxa de assimilacdo de COnessas plantas. Fagan
(2007) tambem verificou que com a aplicagdo de piraclostrobina na cultura da soja, houve
aumento da taxa de assimilacdo de CO,. Koehle et al. (1994) e Ypema; Gold, (1999)
afirmam que o efeito fisioldgico observado é resultante do aumento da fotossintese liquida

(fotossintese total, menos a respiracdo, mais a fotorrespiracéo), pois a piraclostrobina reduz
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temporariamente a respiracdo das plantas, o que provoca menor perda de carbono, gerando
mais energia para a planta.

Para os tratamentos em que a piraclostrobina foi aplicada pés-
colheita os valores de SS ndo diferiram entre si e do tratamento controle e atribui-se a esse
fato, principalmente, o padrdo de maturacdo do fruto citrico. Esses frutos, denominados
ndo-climatericos, devem permanecer na planta-mée até o final da maturacdo, pois ndo sao
capazes de completar o processo de amadurecimento quando colhidos imaturos
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Koller (2006) ao estudar frutos produzidos por laranjeira-de-
umbigo ‘Monte Parnaso’ com aplicacdo de reguladores vegetais encontrou valores
inferiores aos observados nesse trabalho. Agostini et al. (2014) relatam que os teores de SS
em laranjas ‘Champagne’ ndo foram influenciados pelo tempo de estocagem e pelos
recobrimentos utilizados, sendo que os valores médios obtidos foram de 12,02, 11,88 e
11,81 °Brix para frutos estocados a 3, 8 e 25°C, respectivamente. Brackmann et al. (1999)
e Kluge et al. (2007), trabalhando com laranjas ‘Valéncia’, também ndo constataram
diferencas estatisticas significativas no teor de SS durante 60 dias de armazenamento, em
contrapartida, Cantillano et al. (2009) afirma que o teor de SS de laranjas ‘Salustina’sob
atmosfera modificada durante o armazenamento refrigerado diminuiu entre 30 e 90 dias de
armazenamento.

Para Chitarra e Chitarra (2005), os valores de SS observados neste
trabalho estdo adequados para frutos citricos ja que considera apropriado para “frutos de
vez” teores de 10,35 °Brix e para frutos maduros, 11,37 °Brix.Vale salientar que na regiao
onde o estudo foi realizado, existe grande dificuldade de acimulo de s6lidos solGveis nos
frutos devido a temperaturas amenas e constantes e que, essa regidao vem se tornando cada
vez mais expressiva na producdo de citros, devido a dizimacdo dos pomares do norte do

Estado de S&o Paulo causada entre outros fatores, pelo “Greening” (Huanglongbing-HLB).
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Tabela 3. Valores de solidos sollveis em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina, armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28
dias e sob refrigeracdo (8 £ 1 °C e 92 £ 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-
SP, 2016.

Sélidos Solaveis (°Brix)

Tratamentos - -
Ambiente Refrigerado
Testemunha 9,61b 9,52 b
Imazalil 5 mL/L 9,49b 941b
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 11,32 a 11,25a
Piraclostrobina 0,010 mL/L [pré + pds-colheita] 11,25 a 10,78 a
Piraclostrobina 0,010 mL/L pds-colheita 9,42b 9,48 b
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 10,87 a 10,56 a
Piraclostrobina 0,015 mL/L [pré + pds-colheita] 11,03 a 10,83 a
Piraclostrobina 0,015 mL/L pds-colheita 9,47b 9,22b
Fuatamento 50,42 18,79
Ftempo 3,08 5,30
F tratamento X tempo 1,23ns 1142ns
CV tratamento(%0) 5,36 7,29
CV tempo(%) 5,95 7,43

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5%
de probabilidade.** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade
(0< 0,05); ns ndo significativo (a > 0,05).
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J ¢ 10,5 ‘ndo ajustado’ *
104 ® —_
X = 10,4 1
[=e] [+2]
e 10,3 - L3 .
.3 * 5 10,3 *
Q10,2 -
3 10,2 - 3
8 3 10,1 -
w (7]
:8 10,1 A :g 10 ¢
© 0 i
104 y=1031 @ 99
‘n3o ajustado’ 9,8 1 2
9,9 T T T 1 9,7 T T 1
0 7 14 21 28 0 12 24 36
Tempo (Dias) Tempo (dias)

Figura 11. Valores médios de solidos soltiveis em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina, armazenados em: A) temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por
28 dias e; B) sob refrigeracdo (8 + 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2016.
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Para a acidez titulavel, os tratamentos testados ndo apresentaram
diferencas significativas nos frutos armazenados em temperatura ambiente apresentando
valores médios entre 0,64 e 0,73g de acido citrico 100 mL de suco™e para os frutos
armazenados sob refrigeracdo, embora tenham apresentado diferenca estatistica
significativa, somente o tratamento em que a piraclostrobina foi aplicada em p6s-colheita
na dose 0,015mLI™, diferiu do tratamento controle (Tabela 4).

Os valores observados nesse estudo foram inferiores aos
encontrados por Duenhas et al. (2002) analisando frutos de laranjas ‘Valéncia’, nos quais
obtiveram variagdo de 1,88 a 2,00 mg de écido citrico 100 mL de suco™, semelhantes aos
encontrados por Duarte et al. (2011) estudando o efeito da carga pendente na mesma
variedade (0,68 e 0,72mg de &cido citrico 100 mL de suco™) e atendem melhor as
exigéncias do mercado de fruta ‘in natura’ que segundo Montenegro (1958), prefere acidez
titulavel menor que 1%, enquanto para a indUstria a acidez titulavel do fruto deve ser maior
que 1%.

Sabe-se que os teores de é&cidos organicos nos frutos sao
influenciados por varios fatores, entre eles o estadio de maturagdo, nutricdo e condicbes
climaticas. Ap6s o amadurecimento, durante a colheita e no armazenamento, a quantidade
de &cidos organicos tende a cair, em funcdo dos processos respiratorios, fazendo com que
varios substratos sejam utilizados no ciclo de Krebs, como forma de geracdo de energia
para a manutencdo dos processos vitais das frutas (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
KAYS (1991) afirma que apds a colheita e durante 0 armazenamento, a concentracdo de
acidos orgénicos tende a declinar na maioria dos frutos, em consequéncia da utilizacdo
desses compostos como substrato respiratorio e como esqueletos de carbono para a sintese
de novos compostos. Contudo, diferentemente do observado por varios autores em estudos
envolvendo armazenamento de frutos citricos, como limdes sicilianos (HENRIQUE e
CEREDA, 2007); laranjas ‘Valéncia’ (ERKAN et al., 2005); citros ‘Nova’ (MALGARIN
et al. 2008); laranja ‘Salustiana’ (CANTILLANO et al., 2009), e laranja sanguinea
(RAPISARDA et al., 2001; LATADO et al., 2008), que confirmaram essa reducdes no teor
de acidez, no presente trabalho, para os frutos armazenados sob refrigeracédo, foi observado
aumento no teor de acidez ao longo do periodo de armazenamento (Figura 12), ajustando-

se modelo de regressé@o polinomial para expressar essa caracteristica.
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Tal fato pode estar relacionado a menor respiracdo dos frutos
provocados pela piraclostrobina, uma vez que, segundo Bartlett et al. (2002) as
estrobilurinas sdo conhecidas como fungicidas inibidores da quinona oxidase (Qo) e
provocam inibi¢do da cadeia respiratoria, impedindo a cadeia bioquimica de transferéncia

de elétrons no sitio da mitocondria.

Tabela 4. Valores de acidez titulavel em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina, armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28
dias e sob refrigeracéo (8 + 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-
SP, 2016.

Acidez Titulavel(%o acido citrico)

Tratamentos - :
Ambiente Refrigerado
Testemunha 0,73 0,71 abc
Imazalil 5 mL/L 0,64 0,66 cd
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 0,69 0,73 ab
Piraclostrobina 0,010 mL/L [pré + pés-colheita] 0,65 0,68abc
Piraclostrobina 0,010 mL/L pds-colheita 0,67 0,75a
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 0,68 0,72 abc
Piraclostrobina 0,015 mL/L [pré + pds-colheita] 0,67 0,67 bcd
Piraclostrobina 0,015 mL/L p6s-colheita 0,64 0,64d
Furatamento 1,68™ 7,66
Fempo 1,25" 5,11
F tratamento X tempo 0175ns 0178ns
CV tratamento(%0) 15,65 7,98
CV tempo(%) 13,50 10,02

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5%
de probabilidade.** significativo a 1% de probabilidade (o < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade
(0< 0,05); ns ndo significativo (o > 0,05).
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Figura 12. Valores médios de acidez titulavel (mL de 4cido citrico 100 mL™
suco) em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina, armazenados
sob refrigeracdo (8 £ 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2016.

Os frutos citricos apresentam uma quantidade de &cidos organicos
que, em balanco com os teores de acuUcares, representam um importante atributo de
qualidade(LADANIYA, 2008). Segundo Volpe et al. (2002) é o método de avaliacdo
utilizado para determinar a maturidade e a época de colheita desses frutos.

A Tabela 5 mostra que a relacdo SS/AT (ratio) variou
significativamente em funcdo dos tratamentos aplicados, tanto nos frutos armazenados em
temperatura ambiente, quanto nos armazenado sob refrigeracdo e ao longo do periodo de
armazenamento decresceram significativamente apenas nos frutos sob refrigeracdo (Figura
13) de acordo com os valores crescente de acidez titulavel.

Para os frutos armazenados em temperatura ambiente, 0 maior
valor de ratio foi observado nos frutos provenientes do tratamento em que a
piraclostrobina foi aplicada em [pré + pos-colheita] na dose 0,010 mL L™ enquanto o
menor valor foi encontrado no tratamento controle (17,50 e 13,57 respectivamente). J& nos
frutos armazenados sob refrigeragdo os tratamentos em que a piraclostrobina foi aplicada
em pré-colheita na dose 0,010 mL L™ e [pré +pos-colheita] nas doses 0,010 e 0,015 mL
L™ foram superiores ao tratamento controle (13,50), apresentando valores médios 16,01 e
16,20 respectivamente. Tomazetti (2013) estudando indutor de resisténcia na pos-colheita
de laranjas ‘Salusiana’ encontrou valores inferiores (8,5) aos encontrados nesse estudo e

Cantillano et al., (2009), ao estudar a qualidade po6s-colheita de laranjas cv. Salustiana sob
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atmosfera modificada durante o armazenamento refrigerado, ndo observou diferengas entre
o ratio de frutos armazenados sob refrigeracdo e em temperatura ambiente, discordando
dos resultados obtidos nesse trabalho. Para Chitarra (2005) frutos citricos maduros
possuem ratio 11,4 e Donadio et al. (1999) afirmam que na faixa entre 13 e 16 se obtém
melhores rendimentos de suco. Segundo Santos et al. (2010) o ‘ratio’ pode variar
conforme a época de colheita, regido e variedade.

Para o mercado interno e externo, o ratio das laranjas varia de
acordo com as zonas produtoras, sendo indicado desde ratio minimo de 6,5 e maximo de
15,4 para frutos de consumo ‘in natura’, sendo 0 mais recomendado entre 8,8 e 15,4 e ratio
minimo de 10,0 e maximo de 18,0 para frutos destinados a industria, sendo 0 mais
recomendado entre 15,0 e 18,0 (SALIBE, 1977; CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Tabela 5. Valores de ratio em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina,
armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias e sob
refrigeracdo (8 £ 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

Ratio (SS/AT)

Tratamentos : 5
Ambiente  Refrigerado
Testemunha 13,57 b 13,50 cd
Imazalil 5 mL/L 14,92 ab 14,37 bed
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 16,40 ab 15,55 ab
Piraclostrobina 0,010 mL/L [pré + pés-colheita] 17,50 a 16,01 ab
Piraclostrobina 0,010 mL/L pds-colheita 15,07 ab 12,68 d
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 16,02 ab 14,77 abc
Piraclostrobina 0,015 mL/L [pré + pés-colheita] 16,70 ab 16,28 a
Piraclostrobina 0,015 mL/L pds-colheita 14,94 ab 14,41 bed
Ftratamento 3,43* 10,62**
I:tempo 2,52rls 0,67ns
F tratamento X tempo 1’21ns 0,79ns
CV tratamento(%) 19,27 10)31
CV tempo(%) 17,32 12,18

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5%
de probabilidade.** significativo a 1% de probabilidade (o < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade
(a< 0,05); ns ndo significativo (a. > 0,05).

Os valores de pH variaram significativamente em relagdo aos
tratamentos aplicados e ao tempo de armazenamento (Figura 13) sem, no entanto, ocorrer

interacdo entre esses dois fatores. A Tabela 6 mostra que as médias encontradas variaram
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entre 3,72 e 3,84 e, apesar de significativo, os tratamentos aplicados ndo diferiram do
tratamento controle tanto para os frutos armazenados em temperatura ambiente quanto para
os frutos armazenados sob refrigeracdo, com excecdo, os frutos armazenados sob
refrigeracdo no tratamento em que a piraclostrobina foi aplicada em pos-colheita na dose
0,010mL L™*que apresentaram valores inferiores. Segundo Bezerra e Gongalves (2008), as
variedades de laranja apresentaram pH diferentes por conterem quantidades distintas de
acidos. As variedades de laranja tém seu pH definido pelo acido ascorbico em equilibrio de
massa com o acido citrico anidro, apesar disso, os valores de pH encontrados nesse trabalho
assemelham-se ao encontrado também por Bezerra e Gongalvez (2008) para laranja ‘Péra’
(3,75), enquanto Tavares (2000) encontrou valores mais baixos para a mesma variedade
(3,60).

Tabela 6. Valores de pH em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina,
armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias e sob
refrigeragéo (8 + 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

H
Tratamentos - P -
Ambiente  Refrigerado

Testemunha 3,79 ab 3,80ab
Imazalil 5 mL/L 3,82a 3,80ab
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 3,77 ab 3,80ab
Piraclostrobina 0,010 mL/L [pré + pés-colheita] 3,78 ab 3,76abc

Piraclostrobina 0,010 mL/L péds-colheita 3,72b 3,72c
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 3,72b 3,73bc
Piraclostrobina 0,015 mL/L [pré + pés-colheita] 3,76 ab 3,76abc

Piraclostrobina 0,015 mL/L péds-colheita 3,84a 3,842
Fuatamento 417 6,09

Ftempo 56,79 95,44
I:tratamento X tempo 0,86ns :|.,:|.42ns

CVtratamento (%) 2;47 1183

CVtempo(%) 2,97 2,23

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5%
de probabilidade.** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade
(a< 0,05); ns ndo significativo (a. > 0,05).



40

A) 4 B) 4 -
3,95 - * 3,95 | ¥ =0,0091x + 3,609
39 - 39 - R2=0,9129 ®
3,85 - * * 3,85 -
3,8 T 3,8 -
%375 - = 3,75 -
3,7 - 3,7 -
3,65 - ¢ 3,65 -
3,6 - , y=367 3,6 -
3,55 * . . e a.IUStado . 3,55 b4 ; . .
0 7 14 21 28 0 12 24 36
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 13. Valores de pH em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina,
armazenados em: A) temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias e; B)
sob refrigeracdo (8 £ 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP,
2016.

A Figura 15 mostra a interacdo entre o indice tecnoldgico (IT) e
tempo de armazenamento, para os frutos armazenados em temperatura ambiente. Os
valores de IT aumentam com o passar do tempo, em todos os tratamentos estudados, esse
fato pode estar relacionado as possiveis perdas transpiracionais ja que esses frutos
estiveram armazenados em temperatura ambiente sob acdo das variagfes de temperatura e
umidade relativa do ar.Segundo Assis (1999) as perdas por transpiracdo nos frutos apds a
colheita é acentuada pelo fato da agua perdida ndo ser reposta pela planta, concentrando
assim os solidos soltveis, 0 mesmo autor afirma também que, a velocidade dessa perda
depende da diferenca de pressdo de vapor de agua entre o produto e o ambiente. A figura
mostra ainda que todos os tratamentos que receberam aplicacdo de piraclostrobina pré-
colheita, independente da dose, apresentaram valores de IT superiores, decorrentes do
aumento do aumento de SS nos frutos, pois, segundo Duarte et al. (2011) o indice
tecnoldgico é importante pardmetro para a producdo de sucos concentrados e expressa a
quantidade de solidos soluveis por caixa de laranja (40,8 kg), qualificando assim a matéria-

prima.
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3,5

Tempo (Dias)
¢ Controle B Imazallil 5ml/L
Piraclostrobina - D1 pré X Piraclostrobina - D1 pré + p6s
X Piraclostrobina - D1 p6s Piraclostrobina - D2 pré
Piraclostrobina - D2 pré + pds Piraclostrobina - D2 pés
Polindbmio (Controle) ~ eeeeeeees Polindmio (Imazallil 5ml/L)
Polindmio (Piraclostrobina - D1 pré ) — = = Polinébmio (Piraclostrobina - D1 pré + pos)
Polindmio (Piraclostrobina - D1 p6s) Polindmio (Piraclostrobina - D2 pré )
Polindmio (Piraclostrobina - D2 pré + p6s) Polindmio (Piraclostrobina - D2 p6s )
Equacdes
y = 0,002x* - 0,041x + 2,080 Piraclostrobina- y = 0,001x* - 0,021x + 2,025
Controle R2=0,811 D1 pés R2=0,915
F=19,39 F=6,91*
y=0,001x"-0041x+2073 | oo\ ooy =0,001X"- 0,024x + 2,487
Imazalil 5mL Rz2= 0,693 D2 pré R2=0,956
F=14,62 F=12,89
— 2 — 2
Piraclostrobina —Y = 2:001X ;0’026)( +2,584 Piraclostrobina y =0,001x ;0’016)( +2553
D1 pré R = 0’593 D2 pré + pds R2 = 0’89*0
F=10,39 F=9,51
y = 0,000x” - 0,001x + 2,444 y = 0,001x” - 0,034x + 2,027
Piraclostrobina R2=0,649 Piraclostrobina R2=0,734
D1 pré + pos F=23,14" D2 pos F=11,75"

Figura 14. Valores de indice tecnoldogico em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina, armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28
dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016. D1= 0,010 mL L™ e D2= 0,015 mL L™.** significativo a 1%
de probabilidade (o < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade (o < 0,05); ns ndo significativo (o > 0,05).

A Tabela 7 e a Figura 15 mostram valores de IT nos frutos
armazenados sob refrigeracdo. Maiores valores foram observados nos tratamentos em que
a piraclostrobina foi aplicada em pré-colheita e [pré+ pos-colheita], independente da dose,
apresentando média de 2,52kg de SS caixa™. Valores esses, segundo Di giorgi et al.(1990),

apropriados para laranjas cujo 1T ideal varia de 2,49 a 2,86 kg de SS caixa™



42

Silva et al. (2006) estudando diferentes porta-enxertos para a
variedade ‘Natal’ encontraram valores semelhantes (2,55) quando enxertadas sobre um
hibrido de limao ‘Cravo’ e tangerina ‘Cledpatra’. Segundo Sinclair (1984) e Soule e
Grierson (1986) o indice tecnoldgico, além de indicador da maturidade, pode ser utilizado
como indicador da qualidade do fruto e a faixa prevista para as laranjas-doces ‘HamLin’,
‘Péra’, ‘Natal’ e ‘Valéncia’,cultivares utilizados na industria de suco concentrado, esta
entre 2,49 a 2,86 (DI GIORGI et al., 1990 e NONINO, 1995). Volpe et al. (2002), ressaltam
que o indice tecnoldgico ndo constitui o resultado de uma medida e, sim, de um calculo,
cujos parametros sdo o teor de sélidos solUveis e o rendimento em suco, sendo, portanto,

influenciado por todos os fatores que afetam esses parametros.

Tabela 7. Valores de indice tecnoldgico em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina, armazenados sob refrigeragéo (8 £ 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias.
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

indice Tecnoldgico

Tratamentos -
Refrigerado
Testemunha 2,07b
Imazalil 5 mL/L 2,01b
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 2,49 a
Piraclostrobina 0,010 mL/L [pré + pds-colheita] 2,48 a
Piraclostrobina 0,010 mL/L pds-colheita 2,02b
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 2,53 a
Piraclostrobina 0,015 mL/L [pré + pés-colheita] 2,60 a
Piraclostrobina 0,015 mL/L pd6s-colheita 1,94 b
Furatamento 25,55
I:tempo 7,07

F tratamento X tempo 1118ns

CV tratamento(%) 9;74

CV tempo(%) 9,65

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5%
de probabilidade.** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade
(a< 0,05); ns ndo significativo (a > 0,05).
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Figura 15. Valores de indice tecnoldgico em frutos de laranja ‘Natal’
tratados com piraclostrobina, armazenados sob refrigeracéo (8 + 1 °C e
92 + 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

A Figura 16 mostra que embora significativo, ao longo do periodo
para os frutos armazenados em temperatura ambiente os valores de Rl pouco variaram,
enquanto para os frutos armazenados sob refrigeracdo ndo houve a mesma constancia.
Segundo a CITRUSBR (2011) o RI ¢é a principal caracteristica que determina se a
producdo de laranja sera destinada a fabricacdo do suco, pois essa é qualificada pela
quantidade de sélidos soltveis adequado para o uso industrial, e que, o RI representa o
numero de caixas de laranja por tonelada de suco concentrado.

Desse modo, evidenciando que a piraclostrobina quando aplicada
nos frutos ainda na planta pode promover um aumento significativo na qualidade dos
frutos, os tratamentos que apresentaram melhores RI, ou seja, menor quantidade de caixas
de laranja (40,8kg) para produzir uma tonelada de suco concentrado (66 °Brix), sdo 0s
mesmo tratamentos que proporcionaram maiores valores de IT (piraclostrobina - pré-
colheita e [pré + pos-colheita], independente da dose) (Tabela 8). Para os frutos
provenientes desses tratamentos, armazenados em temperatura ambiente, seriam necessario
em média 248,52 caixas de 40,8kg de frutos para produzir 1 tonelada de suco concentrado
(66°Brix), enquanto o tratamento controle necessitaria de 314,92 caixas, uma reducao de
aproximadamente 67 caixas de laranja por tonelada de suco (FCOJ). Para os frutos
armazenados sob refrigeracdo a reducdo média no numero de caixas proporcionado pelos

tratamentos com piraclostrobina foi de 59.
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Tabela 8. Valores de rendimento industrial em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina, armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28
dias e sob refrigeracdo por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

Rendimento industrial (caixas ton™suco)

Tratamentos : :
Ambiente Refrigerado
Testemunha 314,92 a 326,44 a
Imazalil 5 mL/L 327,57 a 337,97 a
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 249,61 b 269,74 b
Piraclostrobina 0,010 mL/L [pré + pds-
colheita] 252,60 b 279,070
Piraclostrobina 0,010 mL/L pés-colheita 318,77 a 326,14 a
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 250,53 b 267,99 b
Piraclostrobina 0,015 mL/L [pré + pés-
colheita] 241,36 b 254,42 b
Piraclostrobina 0,015 mL/L pés-colheita 32891 a 346,45 a
Fuatamento 50,60 22,19
Ftempo 38,42 5,34
F tratamento X tempo 1,20ns 0,753ns
CcVv tratamento(%) 8,79 10,35
CV tempo(%) 9,50 10,38

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5%
de probabilidade.** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade
(a< 0,05); ns ndo significativo (a. > 0,05).
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Figura 16. Valores de rendimento industrial em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina, armazenados em: A) temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por
28 dias e; B) sob refrigeracédo por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.
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Houve interacdo significativa entre os tratamentos e os dias pés-
colheita na perda de massa dos frutos, ajustando-se modelos de regressdo linear para
expressar essa caracteristica (Figura 18). Nao houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos até o 12° dia (Tabela 9). Ao final do armazenamento maiores perdas de massa
ocorreram nos tratamentos controle e Imazalil com média de 15,86%. Para os tratamentos
com piraclostrobina, de maneira geral, menores perdas foram observas nos frutos que
receberam a piraclostrobina em [pré + po6s-colheita]. As doses de 0,015 mL/L e 0,010 mL/L
ndo diferiram entre si e apresentaram em média 11,59% menos massa nos frutos do que no
momento da colheita. Agostini et al. (2014) observou perdas superiores a 15% em frutos de
laranja ‘Champagne’ acondicionados sem embalagem eem frutos revestidos com fécula de
mandioca aos 20 dias de armazenamento em temperatura ambiente (25 °C). Singh e Reddy
(2006) verificaram que, ap6s 17 dias de armazenamento de laranjas Nagpur Mandarin, as
perdas de massa em condicdo ambiente (28°C e 58% UR) foram de 19,4%. Nascimento et
al. (2006) também observaram que laranjas ‘Péra’ armazenadas em condicdo ambiente por
quatro semanas tiveram perdas que chegaram a 29%. De acordo com CHITARRA E
CHITARRA (2005), os sintomas de murcha com prejuizo na aparéncia externa ocorrem
quando a perda de massa ultrapassa 10%; note-se que, neste estudo, isso ocorreu apés 16
dias de armazenamento para o tratamento controle e Imazalli enquanto para os tratamentos
com piraclostrobina aplicada em pré-colheita e pds-colheita somente aos 20 dias e ainda, 0s
tratamentos que receberam aplicacdo [pré + pés-colheita] essa situacdo sO foi observada
apos os 24 dias de armazenamento.

A menor perda de massa nos frutos tratados com piraclostrobina é
atribuida a capacidade dessa molécula em reduzir a respira¢do mitocondrial dos fungos, que
pode ser estendida a folhas e frutos. As estrobilurinas atuam na respiracdo mitocondrial
bloqueando a transferéncia de elétrons pelo complexo citocrémico bcl, entre o citocromo b
e o citocromo c1, no sitio Qo (BARLETT et al., 2001), através da inibi¢do da 6xido-redutase
de ubihidroguinona-citocromo ¢ (GHINI e KIMATI, 2002), reduzindo 0 processo
respiratorio, bloqueando o fornecimento de energia das células do fungo e levando a sua
morte. O fato das aplicacdes pré-colheita também influenciarem de forma positiva a perda
de massa pode estar relacionado ao amadurecimento ndo-climatério dos frutos citricos, que
tendem a manter a respiracao dos frutos na pos-colheita com poucas alteragoes.

Segundo Vale et al. (2006) a perda de massa esta intimamente ligada

a deterioracdo, uma vez que resulta ndo somente em perdas quantitativas, mas também no



46

prejuizo da aparéncia (murchamento e enrugamento), na qualidade textural (amaciamento,

perda do frescor e suculéncia) e na qualidade nutricional.
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D1 pré + pos R?=0,996 D2 pés R?=0,996
F=269,4 F=421,818

Figura 17. Valores de perda de massa (%) em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina, armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por

28 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016. Di1= 0,010 mL.L™ e D2= 0,015 mL.L™.**
significativo a 1% de probabilidade (o < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade (o < 0,05); ns ndo

significativo (o > 0,05).
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Tabela 9. Valores de perda de massa (%) em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina, armazenados em temperatura ambiente

(21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

Avaliacoes (dias)

Tratamentos
0 4 8 12 16 20 24 28
Testemunha 2,39 4,3 6,34 782a 10,71a 1054ab 13,13a 15,63 a
Imazalil 5 mL/L 2,45 4,42 6,53 8,05ab 1055a 1155a 13,66 a 16,34 a
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 1,94 3,68 5,54 6,87b 8,89ab 10,04ab 11,78ab 14,04 abc
Piraclostrobina 0,010 mL/L [pré + pds-colheita] 1,76 3,2 4,73 562a 7,54b 8,35 b 9,74 b 11,53 d
Piraclostrobina 0,010 mL/L p6s-colheita 2,10 3,8 559 6,88ab 9,04ab 10 ab 11,68 b 13,95 abcd
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 2,20 3,18 4,77 588ab 761D 8,55 b 9,99b 11,97 bcd
Piraclostrobina 0,015 mL/L [pré + pds-colheita] 1,70 3,11 466 575ab 8,09b 8,37b 9,78 b 11,66 cd
Piraclostrobina 0,015 mL/L pds-colheita 2,07 3,82 5,7 7,05ab 854b 10,26b 12,03b 14,38 ab
Ftratamento 4179* o
Ftempo 1395,38
F tratamento X tempo 3,43
CV tratamento(%) 33,41
CV tempo(%) 7,74

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade (o <

0,01); * significativo a 5% de probabilidade (a < 0,05); ns ndo significativo (o > 0,05).
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Para os valores de &cido ascorbico (AA) houve interacdo
significativa entre os tratamentos realizados e o tempo de armazenamento, tanto para
temperatura ambiente quanto para refrigerada, ajustando-se a modelos de regressao linear. A
Figura 18 indica ligeiro aumento no teor de AA, durante os dois periodos de
armazenamentos estudados, nos frutos que receberam a piraclostrobina em pré-colheita na
dose 0,010mL L™ e em pés-colheita na dose 0,015mL I™ evidenciando também a atuacdo da
molécula nessa caracteristica.

A Tabela 10 mostra que os teores de AA nos frutos variaram
significativamente apenas aos 14 dias para frutos armazenados sob temperatura ambiente e
aos 24 dias para os frutos armazenados sob refrigeracdo. O tratamento que proporcionou
maiores teores de AA quando comparado ao tratamento controle, tanto em temperatura
ambiente quanto sob refrigeracao foi no qual a piraclostrobina foi aplicada na maior dose
em [pré + pds-colheita].

Estudos realizados por Ceretta et al. (1999); Rapisarda et al. (2001)
e Vale et al. (2006)afirmam que o teor de AA tende a se manter constante ou ocorrem
pequenas perdas, geralmente ndo significativa durante o armazenamento de frutos citricos
sob diferentes condigdes. Outros trabalhos evidenciam a reducdo nos teores de AA, como
observado em tangerinas ‘Ponkan’ (LIMA et al., 1999), laranja ‘Valéncia’ (KLUGE et al.,
2007) e laranjas ‘Salustiana’ (CANTILLANO et al., 2009).

Agostini et al. (2014), relacionam ainda, perdas de AA com
maiores temperatura de armazenamento e Gardner et al. (2000) concordam sugerindo que
frutos expostos a maior temperatura devem ter iniciado mais precocemente sua
senescéncia, consumindo o &cido ascorbico em reacOes oxidativas. Kluge et al. (2002), no
entanto, confirmaram que poucas alteragdes no conteudo vitaminico dos frutos ocorrem no
armazenamento de frutos inteiros, concordando, em partes, com os dados obtidos nesse
trabalho, onde os resultados foram semelhantes para as duas condi¢fes de armazenamento

estudada.
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Figura 18. Valores de acido ascorbico (mg 100 mL ™) em frutos de laranja ‘Natal’ tratados
com piraclostrobina, armazenados em: A) temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR
62,4%) por 28 dias e; B) sob refrigeracdo (8 + 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias.
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.
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Tabela 10. Valores de 4cido ascorbico (mg 100 mL ™) em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina, armazenados em temperatura
ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias e sob refrigeracdo (8 £ 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

Acido Ascérbico (mg 100 mL™)

Tratamentos Armazenamento Ambiente Armazenamento refrigerado
7 14 21 28 12 24 36
Testemunha 3142  2744bc 32,02 3144 28,94 30,44bc 28,84
Imazalil SmL/L 29,76  256lc 30,6 30,02 2019  31,27abc 29,34
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 2786  28.94bc 3102 30,69 29,27 31 1abc 3085
Piraclostrobina 0,010mL/L [pré + pos-colheita] 2027  2736bc 3368 2944 20 52 29 19¢ 3152
Piraclostrobina 0,010 mL/L pos-colheita 3084 2728bc 3069 3169 28 44 32 6abe 28.92
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 3051 31.35ab 3019 326 29 02 33 1ab 32.36
Piraclostrobina 0,015mL/L [pré + po6s-colheita] 30.93 33.76a 311 32.35 29.1 34353 32.44
Piraclostrobina 0,015 mL/L pos-colheita 2068  28.86bc 3044 32,43 28 52 33 43ab 3211
Ftratamento 4,78** 5,031*
Ftempo 12,91 23,39
F tratamento X tempo 2,61 2,75
CV tratamento(%) 6;12 4127
CVv tempo(%) 6,32 5,70

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade (o <
0,01); * significativo a 5% de probabilidade (o < 0,05); ns ndo significativo (a > 0,05).
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5.2 Analises bioquimicas

A Tabela 11 mostra que o tempo de armazenamento e 0s
tratamentos aplicados interagiram significativamente, alterando os valores da peroxidagéo
de lipideos nos frutos, tanto para os armazenados sob temperatura ambiente, quanto para os
armazenados sob refrigeragdo. Na primeira avaliagdo, aos trés dias de armazenamento,
foram observados menores valores de peroxidacdo lipidica nos frutos armazenados sob
temperatura ambiente e tratados com a maior dose de piraclostrobina (0,015mL L™)
quando comparado aos demais tratamentos. O tratamento em que a piraclostrobina foi
aplicado em [pré + pods-colheita] na dose 0,015ml/L apresentou menores valores de
peroxidacdo de lipideos também aos 14 e 21 dias, sugerindo menor ‘estresse’ no fruto
guando comparado ao tratamento controle, embora ndo se tenha observado aumento
significativo na atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) (TABELA 12,
FIGURA 19) e catalase (CAT) (TABELA 13, FIGURA 20), o que pode estar relacionado a
acao antioxidante ndo enzimatica ou com a acdo de outras enzimas antioxidantes nédo
estudadas.

Entretanto aos 14, 21 e 28 dias observou-se maior atividade de
peroxidase (POD) para este mesmo tratamento (FIGURA 20), sugerindo um estimulo na
atividade desta enzima provocado pela aplicacdo da piraclostrobina. De acordo com Inzé e
Van Montagu (1995), as peroxidases sdo consideradas as mais importantes na eliminagédo
de H,O, no citosol e nos cloroplastos. Sua atividade é frequentemente aumentada em
resposta ao estresse, pois a protecdo celular contra as reacfes oxidativas € uma das
principais funcBes dessa enzima (SIEGEL, 1993). Isto se deve ao fato das peroxidases
decomporem o H,O; produzido nas reacdes catalisadas pela SOD (BOR et al., 2003).

O aumento nos valores de peroxidacdo de lipideos no final do
armazenamento pode estar relacionado com a senescéncia dos frutos e a alta porcentagem
de infestacdo de fungos (dados ndo apresentados); os baixos valores de peroxidacdo de
lipideos proporcionados pelo tratamento com Imazallil, provavelmente esta relacionado
com a prote¢éo fungica promovida por este produto.

Para os frutos armazenados sob refrigeracdo, os tratamentos
testados ou ndo diferiram do tratamento controle ou provocaram aumento significativo nos
valores na peroxidacgdo lipidica, independente da dose e época da aplicacdo, ao longo de

todo o periodo de armazenagem.
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Esse ‘estresse’ observado nesses frutos pode estar relacionado com
maior producdo de EROs, um sistema de remocdo menos eficiente nesse ambiente, ou
ainda ao processo de senescéncia dos frutos.

Purvis e Shewfelt (1993), Wang (1995) e Sala (1998) afirmam que
a formacdo de superdxido (O,") e peroxido de hidrogénio (H,O) nos tecidos expostos a
baixas temperaturas podem causar maior peroxidacdo dos lipideos da membrana, afetando
sua integridade e permeabilidade levando & morte celular. Oncel et al. (2004) confirmam
que, em decorréncia das menores temperaturas, existe uma maior producdo de EROs.

A senescéncia dos tecidos vegetais é geralmente acompanhada por
aumento no contetdo de malondialdeido, um dos produtos finais da peroxidacdo de acidos
graxos insaturados em fosfolipideos, responsavel por danos na membrana celular
(SHARMA et al., 2012 YE et al., 2000), maior producdo de EROs (RIO et al., 1998) e
perda gradual da capacidade de remocdo pelas enzimas para neutralizar os radicais livres
(KANAZAWA et al., 2000).

Sharma et al., (2012) corroboram com essa hipdtese ao afirmarem
que apesar da presenca de um eficiente sistema antioxidante, danos oxidativos ainda
ocorrem nas células vegetais, quer devido a producdo descontrolada ou pela remocao
ineficiente das EROs, podendo causar danos em moléculas como lipideos, proteinas e
DNA. Para os tratamentos estudados, no entanto, ndo foi observado aumento significativo
na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e POD (Tabela 12, 13 e 14)
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Tabela 11. Peroxidacéo lipidica (TBARS, nmol g de matéria fresca) em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina, armazenados
em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias e controlada (8 £ 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2016.

TBARS (nmol g de matéria fresca)

Tratamentos Armazenamento Ambiente Armazenamento refrigerado
3 7 14 21 28 12 24 36
Testemunha 9,55bA  9,28bcA  7,88aA  6,05cB  8,89abA 7,39cdB  7,34cB 9,2cdA
Imazalil 5mL/L 7,45cB  10,5abA  5,34bC  8,56abB  7,37abB 72Cb  7,58bcB  9,94cA
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 6,48cdC 124aA 7,37aAB 7,01bcC 9,04aB 10,01aB 8,05bcC 12,25bA

Piraclostrobina 0,010mL/L [pré + pds-colheita] ~ 11,54aA 9,91bcA 6,23abAB 5,72cC 7,69abB 9,3abB  9,24abB 12,93bA
Piraclostrobina 0,010 mL/L pés-colheita 10,09abA 3,34bcA 6,16abB  5,46cB 9,02aA 7,84bcB 9,06abcB 14,69aA

Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 7,6cB 9,36bcA  7,2abB 9,62aA 8,37abAB 10,05aB  9,3abB  12,03bA
Piraclostrobina 0,015mL/L [pré + pds-colheita] 7,37cA 8,3cA 5,34bB  8,67abA  7,7abA 9,16abA 10,06aA 9,43cdA
Piraclostrobina 0,015 mL/L pés-colheita 5,45dC 8,43cA 7,23aAB 6,64cBC 7,07bABC 7,94bcB  9,95aA 7,7Db
Fuatamento 769 14,94
Frempo 58,40 94,50
F tratamento X tempo 11110 14,29
CV tratamento(%0) 10,55 10,21
CV tempo(%) 10,90 8,18

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, sendo as letras minusculas na coluna e maiusculas na
linha. ** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade (a. < 0,05); ns ndo significativo (a > 0,05).
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Tabela 12. Atividade de superdxido dismutase (SOD (U mg™ de proteina) em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina,
armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias e controlada (8 £ 1 °C e 92 £ 2% de UR) por 36 dias.

FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

SOD (U mg™ de proteina)

Tratamentos Armazenamento Ambiente Armazenamento refrigerado
3 7 14 21 28 12 24 36
Testemunha 585,11aAB  708,39aAB  1011,04aA 847,2cdAB  486,03aB 372,97cB  705,12abA  583,17aA
Imazalil 5mL/L 365,9a4B  535,33aAB 853,46aA 753,75dAB 447,71aAB 544,66bcAB 363,4cB  560,84aA
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-
Ineit 525,89aA 419,04aA 648,12aA 685,68dA  378,75aA 387,04cA 509,97abcA 506,9aA
colheita
Piraclostrobina 0,010mL/L [pré + pos-
Iheite] 490,79aBC 406,46aC  878,22aAB  1284,06cA  377,05aC 463,51cA 398,54cA  502,85aA
colheita
Piraclostrobina 0,010 mL/L pds-
Iheit 415,97aC  584,02aBC 1027,58aAB  1294,17cA  358,87aA 480,22cA 465,6bcA  452,09aA
colheita
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-
Ineit 613,71aBC 376,41aC 1049,07aB  1975,55bA  377,01aC 737,79abA 294,76cC  517,22aB
colheita
Piraclostrobina 0,015mL/L [pré + pos-
Iheita] 436,86aC 819,61aABC  922,55aAB 1193,77cdA 569,05aBC 852,77aA 484,18abcB 668,05aAB
colheita
Piraclostrobina 0,015 mL/L pds-
Iheit 340,32aC  399,91aBC 822,69aB  3944,08aA 515,94aBC 396,15cB 715,61aA 541,45aAB
colheita
Firatamento 17,30" 4,97
Ftempo ]_]_5,71** 1'71ns
F tratamento X tempo 17;89 6,98
CV tratamento (%) 28,76 21,04
CV tempo (%) 30,64 21,37

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade, sendo as letras minasculas na coluna e maitsculas na
linha.** significativo a 1% de probabilidade (o < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade (a. < 0,05); ns ndo significativo (a > 0,05).
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Tabela 13. Atividade da catalase (uKat pg-1 de proteina) em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina, armazenados em
temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias e controlada (8 + 1 °C e 92 + 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-

SP, 2016.

CAT (uKat pg™ de proteina)

Tratamentos Armazenamento Ambiente Armazenamento refrigerado
3 7 14 21 28 12 24 36
Testemunha 5,23deB 3,53aB 3,03aB 1,3bB 18,62aA 9,82Aa  6,45abA 5,87aA
Imazalil 5mL/L 3,54eA 6,7aA 3,49aA 4,31bA  6,8abA 1,96bcA 7,74aA  4,44aA
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 15,97cA 1,44aB 4,97aB  4,65bB 3,75abB 0,97cB  2,56abA 1,66AB
Piraclostrobina 0,010mL/L [pré + p6s-colheita] 11,98cdB 3,88aC  3,8aC 24,32aA 3,54abC 2,02bcA 2,04bA 6,28Aa
Piraclostrobina 0,010 mL/L pds-colheita 23,9bA 294aB 2,76aB 3,11bB  3,1abB 6,97abB 7,02abAB  2,5aA
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 32,77aA 2,57aB 4,53aB  2,28bB 1,4cB  4,42abcA 8,02aA  1,78B
Piraclostrobina 0,015mL/L [pré + p6s-colheita] 50leA 22aA 15aA 4,41bA 2,69abA  6,33abcA 7,73aA  6,453A
Piraclostrobina 0,015 mL/L p6s-colheita 8,71deA 8,07aA 1,73aB 7,6bAB  9,21bA 2,83bcA  4,59abA 2,13aA
Fuatamento 11,82" 482"
I:tempo 52,00 4,86”5
F tratamento X tempo 18,22 2,85
CV tratamento (%) 39,32 47,69
CV tempo (%) 47,63 48,82

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade, sendo as letras mintsculas na coluna e maidsculas na
linha.** significativo a 1% de probabilidade (o < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade (o < 0,05); ns ndo significativo (o > 0,05).
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Tabela 14. Atividade da peroxidase (POD, pmol de purpurogalina min™ mg™ de proteina) em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com
piraclostrobina, armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias e controlada (8 + 1 °C e 92 + 2% de UR) por
36 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016.

POD (pmol de purpurogalina min™ mg™ de proteina)

Tratamentos Armazenamento Ambiente Armazenamento refrigerado
3 7 14 21 28 12 24 36
Testemunha 21,24abB  28,9abAB 18,47eB  21,84bcB 37,65bcA 8,31bA  8,77abA 11,1bA
Imazalil 5 mL/L 21,62abB 13,07cB 47,18abA  19,83bcB  15,98Eb 29,66aA 6,28bC 17,05abB
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita 28,19aB  17,64bcB 22,62deA 40,46aA 25,98cdB 8,4bA  8,63abA  13,29bA
Piraclostrobina 0,010mL/L [pré + pds-colheita]  17,77abC 23,24abcC 41,89abcAB 29,17abBC  44,64Ba 11,03abB  15,27aB 21,89 aA
Piraclostrobina 0,010 mL/L pds-colheita 23,53abA 9,5cB  34,47bcdA  32,14abA  23,24Ea 17,96bA 6,53bB 15,51abA
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita 27,54aA  32,59aA 25,73deA  32,68abA 26,18cdA 7,02bB  8,32abB  15,45abA
Piraclostrobina 0,015mL/L [pré + pds-colheita]  13,96abC 13,74cC 53,07aB 40,99aB  67,12aA 10,67abA  12,48abA 15,53abA
Piraclostrobina 0,015 mL/L pds-colheita 11,36bB 9,21cB 32,81cdA 14,32cB  37,95bcA 9,25hB 15,45aAB  17,3abA
Firatamento 10,55: 4,83*:*
Ftempo 44,10 17,76
F tratamento X tempo 11,243 8,173
CV tratamento (%) 26,17 35,93
CV tempo (%) 23,68 29,49

Médias seguidas pela mesma ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade, sendo as letras mintsculas na coluna e maiusculas na linha.**
significativo a 1% de probabilidade (a. < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade (a < 0,05); ns ndo significativo (a > 0,05).
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Figura 19. Peroxidacéo lipidica (TBARS, nmol g™ de matéria fresca) e atividade da superdxido dismutase (SOD, U mg™de proteina) em
frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina, armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias.
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2016. D1= 0,010 mL.L™ e D2= 0,015 mL.L™.** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a
5% de probabilidade (o < 0,05); ns ndo significativo (a > 0,05).
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Figura 20. Atividade da catalase (uKat pg-1 de proteina) e peroxidase (POD, umol de purpurogalina min-1 mg-lem frutos de laranja ‘Natal’
tratados com piraclostrobina, armazenados em temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias. FCA/UNESP, Botucatu-SP,
2016. D1= 0,010 mL.L™ e D2= 0,015 mL.L™.** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5% de probabilidade (a <

0,05); ns ndo significativo (o > 0,05).
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5.3 Analise de residuo

Tomando a exigéncia legal para a comercializacdo e
desenvolvimento de novos métodos de utilizacdo de agroquimicos, é imprescindivel um
relatério técnico que expresse a existéncia (ou ndo) de residuos desses nos produtos
agricolas. Os dados sobre o residual de piraclostrobina nos frutos de laranja natal
armazenados sob diferentes condicGes estdo relacionados na Tabela 24 e no ANEXO 1.
Todos os valores apresentados estdo abaixo do LMR (limite maximo de residuo),
estabelecido pela ANVISA, descritos na monografia de piraclostrobina, sendo esse valor
equivalente a 0,5mg.kg™. O LMR é a quantidade méxima de residuo de um pesticida que
pode estar legalmente presente nos alimentos ou racGes animais, sem causar danos a salde
do consumidor e é expressa em mg Kg™. Atualmente os indices de LMR séo estabelecidos
com base em estudos de campo conduzidos no pais e supervisionados segundo boas
praticas agricolas, que atendem o previsto na Lei Federal de Agrotoxicos.

Os dados obtidos nesse estudo, devem ser evidenciados, pois
comprovam a seguranca do uso da piraclostrobina, mesmo quando aplicada ao final do
ciclo de producéo do fruto (vinte dias antes da colheita) e pds-colheita. Atualmente, sabe-
se que para exercer um grande impacto na cadeia produtiva de alimentos, a qualidade e
seguranca alimentar séo questes cruciais e que, atender as exigéncias impostas pelos
orgaos de fiscalizacdo é uma questdo decisiva para a comercializacdo desses produtos.

Deve-se lembrar que, desde os anos 70, ha um programa de acao do
governo coordenado pelo Ministério da Agricultura, o chamado: Producdo Integrada de
Frutas (PIF), que consiste no uso de técnicas voltadas a producdo de alimentos de melhor
qualidade, garantindo a utilizacdo minima de produtos agrotoxicos, diminuindo, assim, 0s

efeitos prejudiciais ao meio ambiente e a saide humana (RODRIGUES, 2006).
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Tabela 15. Quantidade total de residuos de piraclostrobina em frutos de laranja ‘Natal’ tratados com piraclostrobina, armazenados em
temperatura ambiente (21,3-28,9 °C e UR 62,4%) por 28 dias e sob refrigeracdo (8 £ 1 °C e 92 £ 2% de UR) por 36 dias. FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2016.

Piraclostrobina Total (mg kg-!)

Tratamentos

Armazenamento Ambiente Armazenamento Refrigerado
0 7 14 21 0 12 24 36
Testemunha <0,01 <0,01

Imazalil 5 mL/L - <0,012 <0,023 <0,014 - <0,012 <0,012 <0,012
Piraclostrobina 0,010 mL/L pré-colheita <0,031 <0,026 <0,012 <0,037 <0,031 <0,034 <0,029 <0,030
Piraclostrobina 0,010mL/L [pré + po6s-colheita]  <0,039 <0,033 <0,032 <0,041 <0,039 <0,033 <0,042 <0,033
Piraclostrobina 0,010 mL/L p6s-colheita - <0,012 <0,061 <0,012 - <0,012 <0,012 <0,012
Piraclostrobina 0,015 mL/L pré-colheita <0,038 <0,041 <0,012 <0,043 <0,038 <0,040 <0,038 <0,034
Piraclostrobina 0,015mL/L [pré + pos-colheita] <0,046  <0,043  <0,012  <0,053 <0,046 <0,051 <0,053 <0,051
Piraclostrobina 0,015 mL/L p6s-colheita - <0,019 <0,028 <0,023 - <0,012 <0,014 <0,013

Nota: 1) O valor encontrado de residuo para Piraclostrobina Total € equivalente a soma de Piraclostrobina e seu metabdlito 500MO07
convertido. Dessa forma tem-se que: Residuos de Piraclostrobina Total = = [ Residuos Piraclostrobina + (residuos 500M07*1,08)]. 2) A
transicdo de massa utilizada para quantificacdo de Piraclostrobina foi a 388/194 e para 500MO07 foi utilizada a 358/164.
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6. CONDIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos no presente estudo demonstram de forma bastante
representativa os beneficios provocados pela aplica¢do da piraclostrobina no aumento da
qualidade poés-colheita dos frutos de laranja ‘Natal’, sobretudo quando aplicada pré-
colheita, ou seja, quando os frutos ainda estdo ligados a planta. As doses estudadas, de
maneira geral, ndo tiveram grandes diferencas significativas, sugerindo dessa maneira que

a menor dose recomendada ja é capaz de promover o referido aumento.

O fato comprovado de que a pliraclostrobina é capaz de alterar o
ponto de compensacdo de carbono, aumentando sua assimilacdo e, consequentemente, a
translocacdo de fotoassimilados para a os frutos pode ser constatada de maneira evidente,
pois 0 aumento nos teores de sélidos sollveis em 2°Brix nos frutos tratados tem expressivo
valor para toda a cadeia citricola. Tal afirmacdo é importante, uma vez que, veiculados a
industria processadora de frutos, esse aumento representa economia de 67 caixas (40,8 kg)
de laranja a cada tonelada de suco FCOJ produzido e que, com as dificuldades climaticas e
fitossanitarias do setor afetando diretamente a qualidade dos frutos produzidos, essa
mesma industria prevé o pagamento para os produtores baseados no indice tecnoldgico
(teor de solidos soluveis, rendimento industrial e rendimento de suco) da matéria prima

entregue.
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Os resultados obtidos nesse estudo mostram o potencial da
piraclostrobina como promotor de qualidade nos frutos, pois € capaz de, ndo s6 aumentar
os valores de sélidos soliveis, como também o rendimento de suco e ainda, manter, através
da diminuicdo da respiracdo dos frutos durante todo o periodo de armazenamentos, 0s
beneficios promovidos pelos tratamentos. Adicionalmente, o presente estudo comprova,
através dos resultados obtidos na analise de residuos, a seguran¢a alimentar dos frutos
tratados, pois, mesmo com a utilizacdo tardia da piraclostrobina nos fruto, os niveis
residuais da molécula e seus metabdlitos ficaram abaixo do estabelecido pela ANVISA.

Outro ponto a ser ressaltado nesse estudo refere-se ao tipo de
armazenamento utilizado que, embora ndo tenha sido o principal objeto de estudo, resultou
em observacles interessantes, pois o comportamento dos frutos tratados, para as
caracteristicas estudadas, foi semelhante nos dois tipos de armazenamento (ambiente e
refrigerado). Fato notdrio, tendo em vista que, no Brasil, o custo diario de armazenamento
refrigerado por tonelada de laranjas gira em torno de R$ 51,52 e que, neste estudo, 0s
dados obtidos robustecem a utilizacdo do armazenamento ambiente para os frutos tratados
com piraclostrobina. Isto se deve ao fato desses frutos apresentarem menor perda de massa
e maior atividade da enzima antioxidante peroxidase (POD), diminuindo o ‘estresse’ ¢

resultando em aumento considerdvel no tempo de comercializagéo.



63

7. CONCLUSOES

7.1 Andlise de residuos

Todos os tratamentos testados neste trabalho apresentaram valores
residuais de piraclostrobina inferiores ao limite maximo de residuo (LMR) estabelecido
pela ANVISA.

7.2 Andlise de enzimas antioxidantes

A aplicacdo de piraclostrobina interferiu de forma benéfica na
peroxidacdo de lipideos e na atividade da enzima antioxidante peroxidase nos frutos
armazenados em temperatura ambiente, sem, no entanto, alterar as atividades de
superoxido dismutase e catalase.

Nos frutos armazenados sob refrigeracdo a utilizacdo de
piraclostrobina ndo interferiu na atividade das enzimas antioxidantes estudadas e aumentou

a peroxidacao de lipideos.

7.3 Qualidade dos frutos

Para as duas condigles de temperatura estudadas (ambiente e

refrigerada) a aplicacdo do fungicida piraclostrobina em pré-colheita, independente da dose
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utilizada, alterou positivamente a qualidade pds-colheita dos frutos citricos armazenados.
A aplicacdo pré-colheita de piraclostrobina também diminuiu a perda de massa nos frutos
armazenados sob temperatura ambiente, mantendo a qualidade desses durante todo o

periodo.
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RESUMO

O presente laudo contém os resultados de residuos do projeto de pesquisa para avaliagdo dos efeitos de
Pyraclostrobin e seu metabolito 500M07, em frutos de laranja natal com diferentes tratamentos e aplicag¢des
(pré e pos-colheita) em condi¢gdes de armazenamento ambiente e refrigerada.

O experimento foi instalado na Fazenda Santa Rosa, localizada no municipio de Avaré/SP e os frutos foram
submetidos a diferentes doses e aplicagdes do fungicida Comet®, o qual possui como ingrediente ativo o
Pyraclostrobin. Apos a colheita, os frutos foram armazenados em condi¢gdes ambientes e refrigeradas em
Avaré/SP e Botucatu/SP.

Os tratamentos utilizados € o cronograma de coleta de amostras estdo descritos nas tabelas I e II
respectivamente.
Tabela I: Detalhamento Tratamentos

Tipo Tratamento Aplicacio
Tl Testemunha N3o foi aplicado nenhum produto
' Tratamento convencional (aplicagdo pos-colheita
T2 Padrédo de Mercado do produto Imazalil, na dose comercial
recomendada em bula, diluido em cera)
T3 | Comet D1 (10mL/100L 4gua) em pré-colheita Aplicagdo feita 20 e 10 dias antes da colheita

Comet D1 (10mL/100L agua) em pré- colheita | Aplicagdo feita 20 e 10 dias antes da colheita +

b + p6s colheita pbs-colheita
T5 Comet D1 (0,010mL/L cera) pds-colheita Pos-colheita
T6 Comet pré-colheita Aplicagdo feita 20 e 10 dias antes da colheita
P~ : =
T7 Comet D2 pré - pés colheits Aplicacdo feita 20 e 10 d1a§ antes da colheita
p6s colheita
T8 Comet D2 (0,015mL/L cera) pés colheita Pés-colheita
Tabela II : Cronograma de atividade para coleta de amostras para analise de residuo
2% coleta de | 3" coleta de | 4" coleta de
Aplicagao . 1* coleta de| amostras amostras amostras
Colheita
Armazenamento | NO campo amostras |armazenadas |armazenadas | armazenadas
apos colheita | apés colheita | apds colheita
09/01/2015
Ambiente e . 07 dias apds a | 14 dias apds a |21 dias apds a
19/01/2015 2005 | Gelksia colheita colheita colheita
09/01/2015 . . § : : .
Refrigerado e THANFIOLS | Colhetia |2 28%POsE| 24 disk apdaa ) 46 diasapssa
colheita colheita colheita
19/01/2015

O método analitico utilizado para andlise, foi o método L0076/09, sendo a determinagdo dos residuos
realizada por cromatografia liquida, detector de massas/massas (LC/MS/MS) e padronizagdo externa. Os
calculos dos residuos foram realizados a partir da curva de calibragdo em que foram injetadas as amostras
em estudo O limite de quantificagdo (LOQ) do método € de 0,01 mg/kg. O limite de detecgdo (LOD) do
método € equivalente a 20% do limite de quantificagdo (0.002 mg/kg).
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A eficiéncia do método foi verificada fortificando a amostra testemunha nos niveis de
0,01 mg/kg e 1,00 mg/kg. A média dos valores de recuperagdo obtidos para as amostras fortificadas com
Pyraclostrobin no nivel de fortificagdo 0,01 mg/kg foi de 104%. Para as amostras fortificadas com
Pyraclostrobin no nivel 1,00 mg/kg foi igual a 97,9%.

A média dos valores de recuperagdo obtidos para as amostras fortificadas com 500MO07 no nivel de
fortificagdo 0,01 mg/kg foi de 103%. E para as amostras fortificadas com 500M07 no nivel 1,00 mg/kg foi
igual a 103%.

RECEBIMENTO E PREPARO DAS AMOSTRAS DE SISTEMA TESTE

As amostras brutas coletadas foram encaminhadas para a BASF S.A — GENCS embalados em sacos
plasticos e acondicionados em caixa de isopor com gelo seco.

Ap0s a chegada das amostras ao laboratdrio estas foram armazenadas na cdmara fria em lugar especifico
para esse fim, onde permaneceram em temperatura igual ou inferior a -20°C até seu preparo.

O preparo foi realizado homogeneizando as amostras com gelo seco em equipamento adequado,
misturando-se bem todas as partes representativas. Apos preparo, as mesmas sdo rotuladas e estocadas em
Camara Fria (temperatura operacional de -20°C ou inferior). O residuo sera expresso com base na amostra.

Tabela III: Cronograma de recebimento e preparo de amostras (ambiente)

Identificagfio das
Identifica¢io da amostra Tratamento amostras Data do Recebimento Data do Preparo
(GENCS)

Testemunha - G1500800001 10/03/2015 01-10/04/2015
Colheita T3 G1500790001 10/03/2015 01-10/04/2015
Colheita T4 G1500790002 10/03/2015 01-10/04/2015
Colheita T6 G1500790003 10/03/2015 01-10/04/2015
Colheita T7 G1500790004 10/03/2015 01-10/04/2015

1° Coleta Ambiente T2 G1500760001 10/03/2015 01-10/04/2015
1° Coleta Ambiente T3 G1500760002 10/03/2015 01-10/04/2015
1° Coleta Ambiente T4 G1500760003 10/03/2015 01-10/04/2015
1° Coleta Ambiente TS G1500760004 10/03/2015 01-10/04/2015
1° Coleta Ambiente T6 G1500760005 10/03/2015 01-10/04/2015
1° Coleta Ambiente T7 G1500760006 10/03/2015 01-10/04/2015
1° Coleta Ambiente T8 G1500760007 10/03/2015 01-10/04/2015
2° Coleta Ambiente T2 G1500780001 10/03/2015 01-10/04/2015
2° Coleta Ambiente T3 G1500780002 10/03/2015 01-10/04/2015
2° Coleta Ambiente T4 G1500780003 10/03/2015 01-10/04/2015
2° Coleta Ambiente TS5 G1500780004 10/03/2015 01-10/04/2015
2° Coleta Ambiente T6 G1500780005 10/03/2015 01-10/04/2015
2° Coleta Ambiente T7 G1500780006 10/03/2015 01-10/04/2015
2° Coleta Ambiente T8 G1500780007 10/03/2015 01-10/04/2015
3° Coleta Ambiente T2 G1500830001 02/04/2015 27-30/04/2015
3° Coleta Ambiente T3 G1500830002 02/04/2015 27-30/04/2015
3° Coleta Ambiente T4 G1500830003 02/04/2015 27-30/04/2015
3° Coleta Ambiente T5 G1500830004 02/04/2015 27-30/04/2015
3° Coleta Ambiente T6 G1500830005 02/04/2015 27-30/04/2015
3° Coleta Ambiente T7 G1500830006 02/04/2015 27-30/04/2015
3° Coleta Ambiente T8 G1500830007 02/04/2015 27-30/04/2015
/
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Tabela IV: Cronograma de recebimento e preparo de amostras (refrigerado)

Identificagdo das
Identificacdo da amostra Tratamento amostras Data do Recebimento Data do Preparo
(GENCS)
1° Coleta Refrigerada T2 G150810001 02/04/2015 27-30/04/2015
1° Coleta Refrigerada T3 G150810002 02/04/2015 27-30/04/2015
1° Coleta Refrigerada T4 G150810003 02/04/2015 27-30/04/2015
1° Coleta Refrigerada TS G150810004 02/04/2015 27-30/04/2015
1° Coleta Refrigerada T6 G150810005 02/04/2015 27-30/04/2015
1° Coleta Refrigerada T7 G150810006 02/04/2015 27-30/04/2015
1° Coleta Refrigerada T8 G150810007 02/04/2015 27-30/04/2015
2° Coleta Refrigerada T2 G150820001 02/04/2015 27-30/04/2015
2° Coleta Refrigerada T3 G150820002 02/04/2015 27-30/04/2015
2° Coleta Refrigerada T4 G150820003 02/04/2015 27-30/04/2015
2° Coleta Refrigerada T5 G150820004 02/04/2015 27-30/04/2015
2° Coleta Refrigerada T6 G150820005 02/04/2015 27-30/04/2015
2° Coleta Refrigerada T7 G150820006 02/04/2015 27-30/04/2015
2° Coleta Refrigerada T8 G150820007 02/04/2015 27-30/04/2015
3° Coleta Refrigerada T2 G1500770001 02/04/2015 27-30/04/2015
3° Coleta Refrigerada T3 G1500770002 10/03/2015 01-10/04/2015
3° Coleta Refrigerada T4 G1500770003 10/03/2015 01-10/04/2015
3° Coleta Refrigerada TS G1500770004 10/03/2015 01-10/04/2015
3° Coleta Refrigerada T6 G1500770005 10/03/2015 01-10/04/2015
3° Coleta Refrigerada T7 G1500770006 10/03/2015 01-10/04/2015
3° Coleta Refrigerada T8 G1500770007 10/03/2015 01-10/04/2015

Nota: As datas informadas contemplam o preparo das amostras, dissipagdo do gelo seco e armazenamento
nos recipientes plasticos devidamente identificados.

PROCEDIMENTO ANALITICO

As amostras analisadas foram retiradas do local de estoque apenas no inicio da rota analitica e retornadas ao
local originério ap0s a etapa de pesagem.

Fortificacio

Os niveis de fortificagdo de 0,01 e 1,00 mg/kg foram usados para determinar as recuperagdes das amostras
testemunhas fortificadas com Pyraclostrobin € S00M07 no grupo de analise.

Principio do método (todas as amostras)

Os residuos de pyraclostrobin e seu metabolito SO0MO07 s&o extraidos com metanol / 4gua / HCI 2 mol / L
(70/25/5, v / v/ v). O extrato é centrifugado e uma aliquota € transferida para parti¢do com solugéo 0,2 mol
de NaOH e ciclohexano. Uma aliquota da fase organica é evaporada até a secura e dissolvida em solugdo
de metanol / dgua (50/50, v / v) para ser injetada no sistema Cromatografico (LC/MS/MS).
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RESULTADOS

Os resultados encontrados nas amostras tratadas ndo sfo corrigidos pelos resultados obtidos nas recuperagdes
de amostras fortificadas. Os residuos encontrados nas amostras sdo apresentados nas tabelas abaixo.

Tabela V : Resultados (Testemunha e Colheita)

Tempo de Residuos de Bocdoos e <
Tratamento Identificacdo Local do armazenamento Pyraclostrobin SOOM(.W Fymadasuobia Tossl
Armazenamento apés colheita (mg/kg) convertidos (mg/kg)
(mg/kg)
Tl Testemunha Avaré/2015 - <0,002 <0,002 <0,01
T3 Colheita Avaré/2015 0 0,021 <0,01 <0,031
T4 Colheita Avaré/2015 0 0,029 <0,01 <0,039
T6 Colheita Avaré/2015 0 0,028 <0,01 <0,038
iy Colheita Avaré/2015 0 0,036 <0,01 <0,046
Tabela VI : Resultados ( Armazenamento Ambiente)
Tempo de Residuos de Resituos de Pyraclostrobin
Tratamento Identificacdio 3 Lukatdn armazenamento apés Pyraclostrobin SOOM!W Total
rmazenamento collieit (mg/ke) convertidos (ig/kg)
(mg/kg)
T2 1° Coleta Ambiente Avaré/2015 7 dias <0,01 <0,002 <0,012
T3 1° Coleta Ambiente Avaré/2015 7 dias 0,016 <0,01 <0,026
T4 1° Coleta Ambiente Avaré/2015 7 dias 0,023 <0,01 <0,033
TS5 1° Coleta Ambiente Avaré/2015 7 dias <0,01 <0,002 <0,012
T6 1° Coleta Ambiente Avaré/2015 7 dias 0,031 <0,01 <0,041
T7 1° Coleta Ambiente Avaré/2015 7 dias 0,033 <0,01 <0,043
T8 1° Coleta Ambiente Avaré/2015 7 dias 0,017 <0,002 <0,019
T2 2° Coleta Ambiente Avaré/2015 14 dias 0,021 <0,002 <0,023
T3 2° Coleta Ambiente Avaré/2015 14 dias <0,01 <0,002 <0,012
T4 2° Coleta Ambiente Avaré/2015 14 dias 0,022 <0,01 <0,032
TS 2° Coleta Ambiente Avaré/2015 14 dias 0,051 <0,01 <0,061
T6 2° Coleta Ambiente Avaré/2015 14 dias <0,01 <0,002 <0,012
T7 2° Coleta Ambiente Avaré/2015 14 dias <0,01 <0,002 <0,012
T8 2° Coleta Ambiente Avaré/2015 14 dias 0,018 <0,01 <0,028
T2 3° Coleta Ambiente Botucatu/2015 21 dias 0,012 <0,002 <0,014
T3 3° Coleta Ambiente Botucatu/2015 21 dias 0,027 <0,01 <0,037
T4 3° Coleta Ambiente Botucatu/2015 21 dias 0,031 <0,01 <0,041
TS 3° Coleta Ambiente Botucatu/2015 21 dias <0,01 <0,002 <0,012
T6 3° Coleta Ambiente Botucatu/2015 21 dias 0,033 <0,01 <0,043
T7 3° Coleta Ambiente Botucatu/2015 21 dias 0,043 <0,01 <0,053
T8 3° Coleta Ambiente Botucatu/2015 21 dias 0,021 <0,002 <0,023

Nota: 1) O valor encontrado de residuo para Pyraclostrobin Total € equivalente a soma de Pyraclostrobin e seu metabolito 500M07

convertido. Dessa forma tem-se que: Residuos de Pyraclostrobin Total = X [ Residuos Pyraclostrobin+ (residuos 500M07 * 1.08)]
2) A transigdo de massa utilizada para quantificagdo de Pyraclostrobin foi a 388/194 e para 500M07 foi utilizada a 358/164.
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Tabela VII : Resultados (Armazenamento Refrigerado)

Tempo de Residuos de Reituns de .
Tratamento Identificacdo Armatgxf::nen o Data da Coleta armazenam?nto Pyraclostrobin cosnox?el:lt?gos ?J; cll(:i:rg(;::'g';
apos colheita (mg/kg) (mg/kg)
T2 1° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 09/02/2015 12 dias <0,01 <0,002 <0,012
T3 1° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 09/02/2015 12 dias 0,024 <0,01 <0,034
T4 1° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 09/02/2015 12 dias 0,023 <0,01 <0,033
TS 1° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 09/02/2015 12 dias <0,01 <0,002 <0,012
T6 1° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 09/02/2015 12 dias 0,030 <0,01 <0,040
T7 1° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 09/02/2015 12 dias 0,041 <0,01 <0,051
T8 1° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 09/02/2015 12 dias <0,01 <0,002 <0,012
T2 2° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 25/02/2015 24 dias <0,01 <0,002 <0,012
T3 2° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 25/02/2015 24 dias 0,019 <0,01 <0,029
T4 2° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 25/02/2015 24 dias 0,032 <0,01 <0,042
TS 2° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 25/02/2015 24 dias <0,01 <0,002 <0,012
T6 2° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 25/02/2015 24 dias 0,028 <0,01 <0,038
i 2° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 25/02/2015 24 dias 0,043 <0,01 <0,053
T8 2° Coleta Refrigerado Botucatu/2015 25/02/2015 24 dias 0,012 <0,002 <0,014
T2 3° Coleta Refrigerado Avaré/2015 09/03/2015 36 dias <0,01 <0,002 <0,012
T3 3° Coleta Refrigerado Avaré/2015 09/03/2015 36 dias 0,020 <0,01 <0,030
T4 3° Coleta Refrigerado Avaré/2015 09/03/2015 36 dias 0,023 <0,01 <0,033
TS5 3° Coleta Refrigerado Avaré/2015 09/03/2015 36 dias <0,01 <0,002 <0,012
T6 3° Coleta Refrigerado Avaré/2015 09/03/2015 36 dias 0,024 <0,01 <0,034
T7 3° Coleta Refrigerado Avaré/2015 09/03/2015 36 dias 0,041 7 <0,01 <0,051
T8 3° Coleta Refrigerado Avaré/2015 09/03/2015 36 dias 0,011 <0,002 <0,013

Nota: 1) O valor encontrado de residuo para Pyraclostrobin Total € equivalente a soma de Pyraclostrobin e seu metabélito S00M07
convertido. Dessa forma tem-se que: Residuos de Pyraclostrobin Total = X [ Residuos Pyraclostrobin+ (residuos S00M07 * 1.08)]
2) A transi¢do de massa utilizada para quantificag@o de Pyraclostrobin foi a 388/194 e para S00MO7 foi utilizada a 358/164.

DISCUSSOES E CONCLUSAO

Para todos os tratamentos observou-se que os resultados obtidos para as andlises de residuos de Pyraclostrobin
total em frutos de laranja natal estdo abaixo do LMR (Limite Maximo de Residuo) descrito na monografia de
Pyraclostrobin, sendo este valor equivalente a 0,5 mg/kg.

REFERENCIAS

BASF Method L0076/09 for the determination of BAS 421 F, BAS 480 F, BAS 500 F, 500M07 (BF 500-3), BAS
510 F, BAS 550 F, BAS 555 F BAS 560 F and BAS 750 F in plant matrices by LC-MS/MS

Monografia da Anvisa:

http://portal.anvisa.gov.br/wps/wem/connect/068e228046da0d759103fd2e64280806/P46++Piraclostrobina.pdf?
MOD=AJPERES
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